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I Introduction : élaboration du projet de recherche — choix des
outils & objectifs principaux

Ce premier rapport sur la convention d’étude « Réponses moléculaires et
populationnelles d’un poisson estuarien, le flet Platichthys flesus, a la contamination par les
pesticides : approches in situ et expérimentale » est orienté sur les réponses de ce poisson in
situ.

Des explorations ont été menées sur le flet Platichthys flesus, poisson plat vivant a
I’état juvénile en estuaires, dans le cadre d’une approche comparative entre I’estuaire de la
Vilaine et d’autres estuaires du Golfe de Gacogne. Rappelons que I’estuaire de la Vilaine
présente une contamination chimique ou les pestcides sont dominants; les autres estuaires
permettant d’établir le comparatif, présentent quant & eux un contraste marqué dans la
typologie de la contamination:

Ster de Lesconil : milieu peu contaminé
Loire : contamination diffuse (cocktail polluant tres diversifi€)
Gironde : métaux lourds dominants & contamination diffuse.

Dans ce projet de recherche, la typologie des polluants des différents estuaires du
Golfe de Gascogne a été diagnostiquée par le dosage des principaux contaminants (HAP,
PCB, pesticides organo-chlorés), sur le foie et le muscle des poissons.
Les réponses au niveau moléculaire ont été quantifiées sur le flet, par I’évaluation des
dommages a I’ADN (génotoxicité) mesurée sur les cellules sanguines, par I’expression de
genes impliqués dans la détoxication, la protection cellulaire et la production d’énergie. Au
niveau individuel, les investigations ont été orientées sur I’estimation du taux de croissance
des poissons et sur des parametres liés a la biologie de la reproduction (fécondité relative).
L’approche multi-estuaire a été retenue dans ce projet pour mettre en évidence la
fonctionnalité de nos différents marqueurs en relation avec I’intensité et la nature des
cocktails polluants.

Les résultats obtenus par deux équipes (Laboratoire LPTC - Bordeaux et INRA-
EFPA : Laboratoire des Sciences de I’Environnement - Vaulx en Velin) qui ont travaillé en
collaboration avec le LEMAR sur cette étude seront intégrés dans ce rapport ; ils nous
permettent en effet d’avoir une vision intégrée des réponses du poisson a la contamination
chimique, en prenant en compte les charges en contaminants et la génotoxicité.

Des recherches sont menées au niveau populationnel sur la variabilité génétique de
différents génes candidats, dans les populations de poissons échantillonnées dans les estuaires,
pour rechercher des modifications possibles dans les fréquences alléliques ou génotypiques,
entre milieu de référence et milieux contaminés. Les investigations au niveau génétique et la
recherche de possibles couplages entre les niveaux de contaminants, certains caracteres
phénotypiques quantitatifs liés a la performance individuelle et les variants génotypiques
observés dans chaque systeme estuarien, sont en cours et feront I’objet du rapport 2 de cette
convention entre I’lAV et le LEMAR.
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Il Choix du modele biologique

Le flet est un poisson plat benthique euryhalin, commun sur les c6tes européennes. La
reproduction a lieu en mer a la sortie des estuaires, en janvier-février a nos latitudes. Les
juvéniles sont recrutés en milieu estuarien, ou ils vont séjourner 2 a 3 ans avant d’acquérir la
maturation sexuelle et de partir en mer pour participer a leur tour a I’effort de reproduction
(Fig. 1). De par sa distribution sur les fonds

Figure 1. Cycle biologique du flet

meubles estuariens et son régime carnivore, le flet est généralement considéré comme un bon
intégrateur du transfert des contaminants le long de la chaine trophique. Cette espéce présente
des charges en contaminants parfois trés fortes et fait I’objet de nombreuses publications en
tant qu’espéce sentinelle de la qualité des milieux estuariens en Europe.
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11 Choix des systemes estuariens

Parallélement au choix de la Vilaine, les autres estuaires ont été sélectionnés sur une
unité biogéographique cohérente, le Golfe de Gascogne (Fig. 2). Ce choix permet de travailler
sur des populations qui ont vraisemblablement une histoire évolutive a long terme trés
proche, particulierement pour le modele flet, espece non manipulée (i.e. non soumise a des
transferts d’individus entre les estuaires); ceci est un élément particulierement facilitant quand
on explore les réponses physiologiques et/ou génétiques des populations naturelles a la
pression des contaminants chimiques (histoire beaucoup plus récente).
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Figure 2. Les différents estuaires étudiés dans le projet

Estuaires contaminés (Vilaine, Loire, Gironde): sur ces systemes présentant des
contaminations chroniques, les flets ont pu étre collectés a partir de populations naturelles
autochtones.

Vilaine. Le bassin versant de la Vilaine s’étend sur un tiers de la Bretagne et subit
essentiellement I’influence d’activités agricoles avec une prédominance de I’élevage bovin et
hors-sol (porcs, volailles) et des cultures associées. Les eaux de la Vilaine sont donc en
conséquence essentiellement contaminées par de forts niveaux de pesticides (Forget 1998,
SAGE Vilaine, 2001), avec des pics de contamination surtout en saison estivale dépassant
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communément les 2ug/l (Marchand, 2006). Depuis 1970, le cours naturel de la Vilaine a été
modifié par la réalisation d’un barrage 12 km en amont de I’embouchure, permettant de
retenir en amont un plan d’eau douce répondant aux besoins de consommation en eau potable.
Cet aménagement a conduit & un envasement accéleré de I’estuaire, la réserve d’eau ne
permettant plus d’exercer un effet de « chasse d’eau » et de freiner la sédimentation (Le
Pimpec, 2004) ; I’ouverture du barrage peut étre brutale en cas d’orage et peut conduire a des
variations drastiques de la salinité en aval du barrage, les eaux de la Vilaine étant donc
qualifiées de fortement modifiées par I’aménagement. L’eutrophisation chronique de ce
systéme associée a une stratification possible des eaux peut conduire a des crises hypoxiques
(Ménesguen, 2001).

Loire. La Loire présente un bassin versant de 118.000 km?, fortement urbanisé (11,5 millions
d’habitants) et industrialisé (Port de St Nazaire, Montoir, Donge) et sur lequel est produit 50%
de la production nationale céréaliere (Migaud, 2006). Cette estuaire présente donc une
contamination diffuse lourde, caractérisée par un mélange de métaux lourds, de HAPs, PCBs
et pesticides (RNO, 2003). Une eutrophisation accompagnée d’événements hypoxiques
modérés peuvent étre observes sur cet estuaire (Ménesguen, 2001).

Gironde. L’estuaire de la Gironde, plus grand estuaire européen, présente une contamination
chronique lourde en métaux, particulierement en cadmium, mais aussi en zinc et cuivre
(Boutier et al, 1989). Des recherches récentes sur la contamination en PCB et PBDE de flets
issus de différents estuaires francais (Seine, Ster, Vilaine, Loire, Gironde) ont de plus souligné
la forte contamination des flets issus de I’estuaire de la Gironde ; cette tendance étant
largement confirmée sur I’anguille, autre espéce de poisson commune dans I’estuaire (Tapie,
2006).

Estuaire peu contaminé:

Ster de Lesconil. C’est un cours d’eau modeste (bassin versant de I’ordre de 100 km?), ne
présentant apparemment pas de source de contamination chronique ; il regoit peu d’effluents
domestiques et agricoles et aucun rejet de type industriel. Les dosages de métaux (moules et
flets) et de polluants organiques : HAP, PCB (moules) indiquent de faibles concentrations en
contaminants dans les chairs (Marchand et al, 2003, 2004). Le Ster présentant une population
naturelle de flet a donc été retenu comme site « témoin ».
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IV Echantillonnage

En écotoxicologie, le statut physiologique d’un animal et particulierement son état de
maturité sexuelle peut avoir une forte incidence sur son niveau de réponse physiologique au
stress chimique ; ainsi, I’analyse de nombreux biomarqueurs sur les populations naturelles
doit prendre en compte non seulement le sexe de I’animal, mais aussi une estimation de son
niveau de maturation sexuelle déterminé macroscopiquement voire microscopiquement par
une analyse histologique des gonades.

Notre stratégie d’échantillonnage a visé dans ce projet a prélever 35 a 40 individus par
estuaire, a 2 périodes de I’année bien contrastées :
en période de repos sexuel (juin-juillet pour le flet) ;
en période de pleine maturité sexuelle (janvier pour le flet).

Prélévements réalisés en 2005

Janvier (27/01/05 au 31/01/05) , Juin-Juillet (19/06/05 au 13/07/05)

- Prélévements de 35 a 40 poissons / saison / estuaire sur les systémes « contaminés » :
Vilaine, Loire & Gironde.
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Prélevements de poissons

Vilaine : prélevement réalisé en hiver sur le « Cote d’Aquitaine » (Navire du CNRS — INSU),
dans la Baie de Vilaine (pas de flets adultes disponibles dans I’estuaire de la Vilaine) /
prélevement réalisé en été sur un bateau de péche professionnel (Mr Triballier), avec un
chalut & perche, dans la partie avale de I’estuaire

Loire et Gironde : prélevements réalisés en hiver et été sur le « Cote d’Aquitaine », avec un
chalut & panneaux, dans la partie avale des estuaires.

Prélevements réalisés en 2006
Janvier (23/01/06 au 24/01/06) , Juin 2006 (20/06/06)
- Prélevements de 35 flets / saison sur le systeme de « référence » : le Ster de Lesconil.

Prélévements de poissons

Par filet maillant, avec la collaboration d’un pécheur professionnel (Mr Goyen).

Suite a une crise hypoxique, liée a une accumulation d’algues dans I’embouchure du Ster
aprés une tempéte automnale en 2004, des mortalités massives de poissons ont été observées
et n’ont donc pas permis d’y realiser des captures de flet en 2005. Nous avons donc dd
retarder d’un an le prélevement sur le Ster afin de retrouver un environnement pleinement
restaure.

Protocole résumé des prélevements

Les prélevements de tissus ont été réalisés sur les sites de captures avec la participation de
différentes équipes de ce projet. Les prélevements ont été conditionnés en azote liquide,
carboglace, glace or formol selon les tissus, et adressés aux différents partenaires pour
analyses s’ils n’avaient pas la possibilité de participer directement aux prélevements.

V Contamination chimique des organismes : polluants organiques

Equipe ayant collaboré a I’étude :

Institut des Sciences Moléculaires (ISM) - UMR 5255 CNRS

Laboratoire de Physico- et Toxico-Chimie de I’Environnement (LPTC), Université
Bordeaux |

Responsable scientifique : Dr. Hélene Budzinski, Directeur de Recherches CNRS

5.1 Contexte et objectifs

Au cours des derniéres décennies, la pollution chimique de I’environnement n’a cessé
d’augmenter avec I’industrialisation et I’urbanisation croissantes. Par le biais des fleuves et
des estuaires, une grande quantité de contaminants chimiques parvient aux océans et affecte
notamment les zones cotieres qui sont des zones d’intérét économique fort (Baumard et al.,
1999 ; Woodhead et al., 1999 ; OSPAR, 2000 ; Fu et al., 2003 ; Kowalewsha et al., 2003 ;
Chen et White, 2004 ; Grabe et Barron, 2004 ; Danis et al., 2004). Ces systemes aquatiques
sont donc des vecteurs de pollution importants qui participent a la diffusion générale des
divers types de pollution dont la pollution chimique organique. Parmi les polluants organiques
majeurs de notre environnement on trouve les polluants organiques persistants (POPs) tels
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que les polychlorobiphényles (PCB), les polybromodiphényléthers (PBDE) et les pesticides
organo-chlorés (OCP) ainsi que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). Ces
polluants sont des contaminants ubiquistes de I’environnement estuarien et marin (Chang et
al., 1998 ; Mc Cready et al., 2000 ; Matthiessen et Law, 2002 ; Viguri et al. 2002), d’une part
a cause de leur stabilité importante et d’autre part a cause de la multiplicité de leur source
(transports fluviaux, lessivage des sols, deépdts atmosphériques, rejets incontroles,...)
(McElroy et al, 1989 ; Lang, 1992). lIs sont considérés comme des contaminants prioritaires
des écosystemes tant terrestres qu’aquatiques du fait de leur activité toxique vis a vis de la
faune et de la flore et sont en conséquence nuisibles pour I’homme. La présence de
retardateurs de flamme bromés et plus particulierement les diphényl-éthers polybromés
(PBDE), a été mise en évidence et devient de plus en plus préoccupante (Asplund et al.,
1999 ; Sellstrom et al., 1999 ; de Wit, 2002). Les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) sont notamment considérés comme particulierement préoccupants du fait de leur
activité mutagene et cancérigene vis-a-vis de la faune et de la flore (White, 1986; Belkin et
al., 1994). Les HAP sont aussi inscrits sur la liste des substances dangereuses prioritaires de la
Directive Cadre sur I’Eau (Directive 2000/60/CE) (au méme titre d’ailleurs que les PBDE ou
certains pesticides organo-chlorés).

Les polluants organiques persistants sont donc omnipresents dans I’environnement
marin cOtier et donc une source de stress majeur pour les populations naturelles. Il est
important d’arriver a qualifier et caractériser cette pression et d’en qualifier les effets. Du fait
de la dilution inhérente au milieu marin cétier et de sa variabilité il est relativement complexe
de caracteriser correctement les pressions chimiques. L’objectif des travaux entrepris dans
le cadre de ce projet était donc de caractériser la contamination des différents sites en se
focalisant sur la contamination chimique de I’espéce choisie (flet) et en caractérisant la
bioaccumulation des PCB, OCP et HAP.

5.2 Matériels et méthodes (Analyses chimiques organiques)

Tout le matériel de stockage des échantillons et le matériel de laboratoire, en verre, a été
soigneusement lavé (détergents et ringage a I’eau ultra-pure) puis chauffé toute une nuit a
450°C (ce qui permet d’enlever toutes les traces organiques). Les solvants utilisés étaient de
qualité HPLC. Les échantillons recus ont été conservés au congélateur a —20°C pour les tissus
(foies et muscles de poissons) et a -80°C pour les biles.

Tissus

Les tissus sont lyophilisés et broyés avant analyse. Les matrices avant analyse sont
conservées a I’abri de la lumiere apres broyage dans des flacons en verre ambré. L analyse est
effectuée dans la semaine qui suit le broyage et la lyophilisation. Les HAP et
PCB/OCP/PBDE ont été dosés dans les tissus.

HAP

Les échantillons (0.2 a 1g), avant extraction, sont supplémentés avec des étalons internes
aromatiques perdeutérés (naphtalene d8, dibenzothiophéne d8, phénanthréne d10,
fluoranthéne  d10, chryséne d12, benzo(a)pyrene d12, benzo(e)pyréne d12,
benzo(ghi)pérylene d12). Ils sont extraits par chauffage micro-ondes (30W, 10 minutes) en
utilisant comme solvant extracteur le dichlorométhane (Mazéas, 2000 ; Estéve, 2002 ;
Perraudin, 2005). L’extrait organique est ensuite fractionné en fraction saturee et fraction
aromatique (séparation sur micro-colonnes d'alumine/silice).
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Les fractions aromatiques sont analysées directement par chromatographie en phase
gazeuse/spectrométrie de masse (CG/SM) en mode d’acquisition par sélection d’ions (ions
moléculaires des composés quantifiés). La quantification est effectuée par étalonnage interne
en utilisant les composés aromatiques perdeutérés. Un étalonnage des appareils est effectué en
utilisant des solutions étalons de composés perdeutérés et des solutions étalons de composés
natifs (SRM 2260 NIST, Gaithersburg, MD, USA). Les rendements d’extraction sont calculés
pour chaque échantillon par rapport a deux composés perdeutérés (pyrene d10 et
benzo(b)fluoranthene d12) rajoutés juste avant I’injection en GC/MS (étalons dits
« seringue », Perraudin, 2005). Pour les composés de plus haut poids moléculaire ainsi que
pour certains échantillons de foie une purification supplémentaire par Chromatographie en
Phase Liquide Haute Performance (CLHP) sur phase amino-silane est parfois nécessaire
(Budzinski et al., 1993).Des fractions correspondant aux différents degré d’aromaticité sont
collectées et analysées comme les fractions aromatiques totales .

Les analyses sont effectuées sur un chromatographe en phase gazeuse HP 6890
(Agilent Technologies, USA) équipé d'un injecteur splitless (délai de purge 1 min, débit de
purge 60 mL/min, mode splitless pulsé). L'injecteur est maintenu a 270°C. Le programme de
température du four est le suivant : 50°C (2 min) a 290°C (20 min) a 5°C/min. Le gaz vecteur
est I'nélium a un debit constant de 1 mL/min. La colonne capillaire utilisée est une colonne
HP5-MS (Agilent Technolgies, USA) : 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pum épaisseur de film. Le
chromatographe en phase gazeuse est couplé a un spectrometre de masse MSD 5973 (impact
électronique : 70 eV, voltage: 1800 V) opérant en mode de sélection d'ions (SIM) avec les
ions moléculaires de chaque composé a doser a 1 scan/s. La température de l'interface est de
290°C.

Les HAP sont quantifiés par étalonnage interne par rapport a des HAP perdeutérés.
Les facteurs de réponse des différents composés sont mesurés en injectant une solution étalon,
SRM 2260, contenant les HAP a des concentrations certifiées (NIST, Washington, MD,
USA) a laquelle ont été rajoutés les HAP perdeutérés utilisés comme étalons internes.

Des blancs de protocole sont réalisés pour chaque série d’expérimentations de facon a

s’affranchir d’éventuelles contaminations. Les rendements calculés a partir des étalons
« seringue » sont compris entre 60 et 80% pour I’ensemble des échantillons ce qui permet de
valider les préparations d’échantillons.
Le protocole analytique développe et utilisé a éte validé sur un échantillon commercial certifié
en HAP, le SRM 2977 (Moule, Perna perna, Baie de Guanabara, Brésil), fourni par le NIST
(National Institute of Standard and Technologies, Gaithersburg, MD, USA). Il y a un tres bon
recouvrement des valeurs expérimentales et des valeurs certifiées assurant la validation du
protocole. On note de bons rendements allant de 85 % a 115 % selon les composés associés a
une bonne reproductibilité puisque les écart-types sont dans la gamme des écart-types du
SRM et inférieurs a 15 %.

Des échantillons supplémentés en HAP ont été préparés de fagon trés précise pour
I’ensemble des HAP dosés. Une série de trois réplicats indépendants a été effectuée. Les
rendements sont tout a fait corrects supérieurs a 80 % pour I’ensemble des composés. Les
reproductibilités obtenues sont également correctes avec des écart-types inférieurs a 10 %
pour I’ensemble des composés. Les limites de quantification pour les HAP sont comprises
entre 5 et 0,1 ng/g selon les composés.

PCB/OCP (lindane)

Chaque échantillon (0,5 a 1 g) est extrait par chauffage micro-ondes (30W, 10
minutes) en utilisant comme solvant extracteur le dichlorométhane (Letellier, 1998 ;
Thompson, 1999) ou par ASE (Accelerated Solvent Extraction) en utilisant également le
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dichlorométhane (Tapie et al, 2008). Des étalons internes sont rajoutés a la matrice avant
I’extraction pour pouvoir doser les composés recherchés par la méthode d’étalonnage interne.
Ces étalons internes sont des PCB absents des milieux naturels (PCB 30, 103, 155, 198) et le
DDT-d8.

L extrait est ensuite reconcentré et repris dans I’iso-octane. Il subit une étape de purification
sur colonne de silice acidifiée. L’éluat est récupéré, reconcentré et repris dans 90 pl
d’isooctane. Un étalon de rendement (octachloronaphtaléne) est ajouté en fin de manipulation
afin de calculer le rendement d’extraction de chaque échantillon et de valider ainsi les
mesures pour chaque échantillon. L’échantillon est ensuite analysé par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un détecteur a capture d’électrons pour la quantification des PCB.

Des blancs de protocole sont effectués pour chaque série danalyses et les
concentrations calculées pour les composés tiennent compte des corrections par rapport aux
blancs de protocole.

Les échantillons sont analysés par GC/ECD (chromatographe en phase gazeuse
couplé a un détecteur a capture d’électrons) en utilisant un chromatographe en phase
gazeuse HP 5890 (Hewlett Packard, USA) équipé d'un injecteur splitless (délai de purge
1 min, débit de purge 60 mL/min). L'injecteur est maintenu a 270°C. Le programme de
température du four est le suivant : 50°C (2 min) a 290°C (20 min) a 5°C/min. Le gaz
vecteur est I'hélium a un débit constant de 1 mL/min. La colonne capillaire utilisée est
une HP5-MS (Agilent Technolgy, USA) : 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pum épaisseur de
film. Le chromatographe en phase gazeuse est couplé a un détecteur a capture
d’électrons maintenu a 300°C.

Les facteurs de réponse des différents composés sont mesurés en injectant une solution

étalon (SRM 2262, NIST, Gaithersburg, MD, USA), contenant les PCB a doser a laquelle
sont rajoutés les étalons internes. Pour les pesticides on utilise le SRM 2261.
Le protocole analytique développe et utilisé a éte validé sur un échantillon commercial certifié
en PCB et OCP, le SRM 2977 (Moule, Perna perna, Baie de Guanabara, Brésil), fourni par le
NIST (National Institute of Standard and Technologies, Gaithersburg, MD, USA) et un
second échantillon commercial certifié en PBDE (WMF 01) fourni par Wellington
Laboratories (Irigny, France). 1l y a un trés bon recouvrement des valeurs expérimentales et
des valeurs certifiées assurant la validation du protocole. On note de bons rendements allant
de 80 % a 120 % selon les composés associés a une bonne reproductibilité puisque les écart-
types sont dans la gamme des écart-types des échantillons certifiés et inférieurs a 15 %.

Des échantillons supplémentés en PCB/OCP ont été préparés de facon trés précise
pour I’ensemble des composés dosés. Une série de trois réplicats indépendants a été effectuée.
Les rendements sont tout a fait corrects supérieurs a 80 % pour I’ensemble des composés. Les
reproductibilités obtenues sont également correctes avec des écart-types inférieurs a 10 %
pour I’ensemble des composés. Les limites de quantification pour les composes sont de
I’ordre de 0,1ng/g a 0,5 ng/g pour I’ensemble des composés.

Pour chaque échantillon un rendement d’extraction est calculé grace a I’ajout de I’étalon de
rendement (octachloronaphtaléne ou OCN). Les rendements des analyses effectuées sont tous
supérieurs a 70 %.

Afin de valider la quantification de chaque série d’analyse, un échantillon de référence interne
au laboratoire a été mis en ceuvre. Dans le cas de ce programme un échantillon a été fabriqué
a partir de muscles d’anguille, lyophilisés et finement broyés de fagon a étre le plus homogéne
possible. Le suivi de cet échantillon de contréle permet d’identifier une éventuelle dérive du
protocole de quantification. Les concentrations doivent étre constantes au cours du temps a la
variabilité prés du protocole de dosage estimée a 20 %.. La variabilité de cet échantillon de
référence sur I’ensemble des séries d’analyse est inférieure a 20 % sur I’ensemble des
analyses effectuées. On peut donc assurer une bonne robustesse des déterminations.
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5.3. Résultats de contamination des flets issus de différents estuaires et discussion
Niveau de contamination des pools de 10 flets

Afin de caractériser les niveaux de contamination des différents estuaires étudiés (Vilaine,
Gironde, Loire et Ster) des pools de muscles et de foies de flets (10 individus) ont été
prépares. Ces échantillons ont été analyses afin de déterminer leurs teneurs en PCB, pesticides
organo-chlorés et HAP. Dans les différents graphes des teneurs en contaminants organiques
dans les pools de flets, les concentrations sont celles de la somme des composés suivis par
classe de contaminants et les barres d’erreurs représentent la variabilité analytique maximale
(15%). Les données manquantes pour le Ster en janvier 2006 sont dues a I’absence
d’échantillons.

- Teneurs en PCB dans les flets

Les concentrations en PCB (congénéres 50+28, 52, 101, 118, 15, 138 et 180) retrouveées dans
les pools de muscles et de foies issus des différents estuaires sont représentées dans la Figure
3. Globalement, des deux organes analysés, le foie est I’organe le plus contaminé quelque soit
I’estuaire considéré. Cette différence de niveau de contamination est classiqguement observée
chez de nombreux poissons, le foie étant un organe de détoxification, lieu de transit et de
stockage des contaminants. De plus chez le flets, le foie présente classiquement une teneur
lipidique plus importante que le muscle (respectivement 15 et 5% de lipides par gramme de
matiere seche), ce qui explique I’affinité des PCB, particulierement lipophiles, pour cet
organe.

Si I’on s’intéresse maintenant a la différence de contamination entre les estuaires, il
apparait que les flets de I’estuaire de la Gironde sont plus contaminés que les flets de la
Loire, eux méme plus contaminés que les flets de la Vilaine et du Ster. Cette différence de
contamination entre estuaires concorde avec les donnees préexistantes (Tapie, 2006). Le profil
de contamination est dominé par le CB 153 (environ 40% des PCB totaux), le CB 138 (25%
des PCB totaux) et le CB 180 (18% des PCB totaux). Ce type de profil de contamination est
classiqguement mis en évidence chez les poissons téléostéens (Monosson et al., 2003 ; Ferreira
et al., 2004). 1l n’apparait pas d’effet clair de la saison sur les niveaux de contamination en
PCB, méme si I’on peut tout de méme noter que la concentration en PCB est plus forte dans le
foie des flets de la Gironde et de la Loire en juin qu’en janvier. Mais cette tendance ne se
retrouve pas sur le muscle ou sur les autres estuaires.
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Figure 3: Concentrations en PCB (ng.g" poids sec; somme des 7 PCB indicateurs)
retrouvées dans les pools de muscle et de foie des flets issus des différents estuaires ciblés (les
écart-types représentent la variabilité analytique maximale, soit 15%).

- Teneurs en pesticides organo-chlorés dans les flets

Les concentrations en lindane et en DDT et métabolites (2,4-DDE, 4,4'-DDE, 2,4'-
DDD, 4,4-DDD, 2,4-DDT et 4,4-DDT) des pools de flets issus des différents estuaires
étudiés sont présentées dans les Figures 4 et 5. Les niveaux de lindane retrouvés dans les
pools de flets sont faibles (inférieurs & 10 ng.g™ ps). Comme dans le cas des PCB et des
PBDE, les pesticides organo-chlorés s’accumulent préférentiellement dans les organes les
plus gras, ce qui explique la plus forte contamination du foie par rapport au muscle.

A la vue des résultats de contamination des pools de foie, le Ster et plus
particulierement la Vilaine présentent des teneurs en lindane au mois de juin non
négligeables (2-8 ng.g™). Concernant le DDT et ses métabolites I’estuaire de la Gironde
semble étre le siege d’une contamination importante en juin, alors qu’en janvier le niveau de
contamination est équivalent aux autres estuaires et compris entre 50 et 100 ng.g™.
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Figure 4 : Concentrations en lindane (ng.g™ poids sec) retrouvées dans les pools de muscle et
de foie des flets issus des différents estuaires étudiés (les écart-types représentent la

variabilité analytique, soit 15%).
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Figure 5 : Concentrations totales en DDT, DDE et DDD (ng.g™ poids sec) retrouvées dans
les pools de muscle et de foie des flets issus des différents estuaires étudiés (les écart-types

représentent la variabilité analytique, soit 15%).
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- Teneurs en HAP dans les flets

Les concentrations en HAP (Phe, Ant, Fluo, Pyr, BaA, Triph + Chrys, BbF + BKF + BjF, BeP,
BaP, Per, IP, DaA + DaC et BP) des pools de flets issus des différents estuaires étudiés sont
présentées dans la Figure 6.
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Figure 6 : Concentrations en HAP (ng.g™ poids sec) retrouvées dans les pools de muscle et
de foie des flets issus des différents estuaires étudiés (les écart-types représentent la
variabilité analytique, soit 15%).

Les niveaux de HAP totaux sur I’ensemble des estuaires et des saisons sont compris entre 15
et 55 ng.g™ ps dans le foie et entre 1 et 6 ng.g™ dans le muscle. Les teneurs déterminées dans
le foie sont similaires & celle enregistrées dans les foies de flets (10-100 ng.g™ ps) et de soles
(10-70 ng.g™) lors de captures antérieures le long de la cote atlantique (Mazéas, 2004) ou &
celles mesurées chez des poissons capturés en Mer Méditerranée sur des sites éloignés de
sources connues de HAP (Baumard, 1998). L’absence de bioaccumulation importante dans les
flets sur I’ensemble des sites peut s’expliquer par la forte biotransformation des HAP chez les
poissons. On peut donc penser que les niveaux de HAP tissulaires dans les flets des différents
sites n’indiquent pas de maniére significative une exposition forte aux HAP.

Les teneurs en composés individuels sont trés faibles et généralement inférieures a 1 ng.g™
dans le muscle, a I’exception du phénanthréne pour la campagne hivernale et des
benzofluoranthénes pour la campagne estivale (<3 ng.g™). Dans le foie, ces concentrations
individuelles sont généralement inférieures & 5 ng.g™, a I’exception du phénanthréne et du
pyréne, les deux composés prédominants (5-20 ng.g™), et du péryléne uniquement pour la
campagne hivernale sur la Loire et la Vilaine. Compte tenu de ces teneurs, il n’est pas
possible de discriminer différents niveaux de contamination entre les estuaires sur la base des
HAP tissulaires. En revanche, la détermination des métabolites de HAP dans la bile a permis
de mieux caractériser I’exposition des flets aux HAP capturés sur les différents estuaires (non
eXpose ici).
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Comme observé pour les métabolites, les concentrations de HAP tissulaires semblent plus
élevées en hiver qu’en été, méme si cette tendance est faiblement marquée dans le foie de flets
pour la Gironde. Il est intéressant de noter que cette tendance saisonniere pour les HAP est
opposée a celle observée pour les autres contaminants organiques suivis ou les teneurs
obtenues en hiver sont plus faibles qu’en été, exception faite de la Vilaine. Bien
gu’hydrophobes, les HAP sont peu accumulés dans les poissons en raison de leur rapide
biotransformation. Cette différence de comportement saisonnier peut s’expliquer par
I’importante métabolisation de ces composés, comparativement aux taux de biotransformation
beaucoup plus faibles généralement observés pour les PCB, PBDE et OCP.

De facon générale on peut conclure que I’ensemble du littoral atlantique est
impacté par des HAP treés vraisemblablement véhiculés par lessivage des sols, transport
atmosphérique puis dilution et diffusion vers le milieu marin c6tier. On est confronté a
une pollution diffuse chronique qui est la moins marqué pour le Ster et clairement
détectée sur la Vilaine (hiver), la Gironde et la Loire.
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VI Investigations biologiques sur le flet

6.1 Distribution du sexe ratio, des tailles, et de traits biologiques liés a la fitness (indice
de condition, croissance, fecondite)

6.1.1 Materiel et méthodes

Lors de chaque prélévement, les différentes captures sont mesurées au mm. Un
prélevement de sang est alors réalisé dans la veine caudale. La cavité générale est alors
ouverte et les poissons sont alors sexés macroscopiquement, eviscéres et pesés. Un
prélevement est alors réalisé sur la bile, le foie. Les gonades sont aussi pesées et fragmentées
pour différentes analyses. Des prélévements sur le muscle sont aussi realises. Au final, la
boite cranienne est ouverte et le prélevement des otolithes est mené.

L’indice de condition refléte I’état d’embonpoint d’un individu, c’est-a-dire sa capacité a
accumuler plus ou moins de réserves sous forme de protéines et/ou de glycogene dans les
muscles, selon la formule K = poids du poisson éviscéré (g)/(longueur totale (mm))*. Cet
indice de condition varie naturellement en fonction du milieu dans lequel I’animal évolue
(température, abondance de nourriture, etc.) ainsi qu’en fonction de son cycle de reproduction
(Lambert & Dutil, 1997). Cet indice simple a mesurer peut cependant étre considéré comme
un indicateur de I’état général des organismes aquatiques et peut renseigner indirectement sur
les codts meétaboliques induits par un stress polluant.

L’etude de la croissance individuelle du poisson est pertinente en écotoxicologie, elle permet
en effet d’observer indirectement les effets d’un stress polluant sur une des composantes de la
« fitness » des organismes et présente I’avantage d’intégrer I’histoire de vie des individus
(Adams et al., 1992). Les poissons, vertébrés poikilothermes présentent une croissance
discontinue rythmeée par les saisons. Dans les régions tempérées a hivers marqués, ce rythme
saisonnier est identifié dans certaines structures telles que les otolithes, par un dép6t de
substances disposées en stries concentriques autour d’un point central : le noyau ou nucleus.
L’analyse des otolithes de flets est relativement simple en lumiére réfléchie sur la sagitta (le
plus grand otolithe sur les trois disponibles chez les poissons). Le noyau central apparait sous
la forme d’une zone blanche (fortement calcifiée) et autour de lui alternent des bandes
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concentriques étroites et sombres (plus faiblement calcifiées) élaborées pendant la période
hivernale, et des bandes concentriques blanches et généralement plus larges correspondant a
la croissance rapide de la période printemps-automne (Fig. 7). Les dép6ts de matériaux clairs
et sombres alternent donc en suivant le rythme des saisons et la croissance plus ou moins forte
du poisson

Rs

R:

Figure 7 : Otolithe de flet de 5 ans, observé en lumiére transmise

Différentes mesures ont ainsi été réalisées sur les otolithes a I’aide du logiciel de traitement
d’image UTHSCA Image Tool (Wilcox et al., 1997) et compte tenu de la relation linéaire qui
existe entre la longueur totale du poisson (Lt) et le rayon total de I’otolithe (R) (Lt=aR+b, ou a
et b sont des constantes), il est possible d’estimer la taille qu’avait le poisson (L;) au moment
du dépbt de chacune des stries (R;), et ainsi de reconstituer sa croissance aux différents
moments de sa vie : Li=[(aRi+b)/(aR+b)]xLt (Fig. 3). La croissance du flet est maximale
durant ses deux premiéres années (Masson, 1987) ; aussi, le taux de croissance considéré dans
ce projet (TC) a été estimé par rétro-calcul entre le début de son premier hiver (L,) et le debut
de son deuxiéme hiver (L3) selon la formule: TC=Ls-L; (Fig. 3). L’age des poissons a
également été déterminé par la determination du nombre d’hivers (comptage des bandes
sombres).

La fécondité, c’est-a-dire le nombre d’ovocytes matures produit par une femelle, est une
composante importante de la « fitness » des individus et son estimation moyenne au niveau
d’une population peut potentiellement étre un paramétre pertinent pour évaluer I’impact d’un
stress sur les populations. La fécondité n’est cependant qu’une mesure du potentiel
reproducteur de I’individu et non pas une mesure de reproduction effective qui prend en
compte le réel succes reproducteur ; rappelons que notre étude est réalisée sur des individus
échantillonnés dans le milieu naturel, ne permettant donc pas d’analyser la fertilité des
femelles. La fécondité ne s’évaluant que sur des femelles sexuellement matures, ce paramétre
ne peut étre estime qu’en pleine période de reproduction (pour le flet, en janvier/février sur les
cotes atlantiques francaises). Les gonades entieres des femelles échantillonnées sont pesees,
un échantillon étant alors prélevé, pesé et placé plusieurs mois dans une préparation de Gilson
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afin de dissocier le tissu ovarien et permettre la libération des ovocytes (Simpson, 1951). La
quantité d’ovocytes et leur diametre ont ensuite été calculés a partir de I’échantillon de
gonades, a I’aide d’une caméra couplée a une loupe binoculaire et du logiciel de traitement
d’image UTHSCA Image Tool (Wilcox et al., 1997). Seuls les ovocytes matures (appartenant
a la cohorte des ovocytes les plus gros) ont été considérés pour estimer le nombre d’ceufs
destinés a la ponte sur I’échantillon de gonade prélevé ; la fécondité absolue par femelle est
alors estimeée en prenant en compte le poids total des ovaires.

Les données de fécondité acquises lors de ce projet (échantillonnages de femelles
matures pour Ster, Vilaine, Loire et Gironde, en janvier 2005 et 2006) ont été complétées par
des données de fécondité complémentaires acquises en janvier-février 2003 sur les flets du
Ster, de la Loire et de la Gironde (Marchand et al, 2004) ; I’objectif a été ici de produire des
estimations plus robustes de la fécondité par estuaire.

6.1.2 Résultats et discussions
Evaluation du sexe ratio

Tableau 1. Proportions de flets femelles et méles échantillonnés dans les estuaires.

Estuaire Nb de | % femelles | % males
poissons
Ster - hiver 28 57,14 42,86
Ster - été 30 43,33 56,67
Vilaine - hiver |35 57,14 42,86
Vilaine - été 30 63,33 36,67
Loire — hiver 35 57,14 42,86
Loire — été 30 76,67 23,33
Gironde - hiver |35 68,57 31,43
Gironde - été 30 60,00 40,00

On observe que les proportions femelles/méles (Tableau 1) sont plus équilibrées pour
I’estuaire témoin. Cette tendance est a considérer avec une certaine précaution au vu des
effectifs relativement réduits des poissons capturés par estuaire et par saison. La proportion de
femelles relativement plus forte par rapport a celle des males dans les milieux contaminés
pourrait étre aussi liée a un biais d’échantillonnage dans ces milieux vers les individus de plus
grosses tailles (les femelles ont une longévité plus forte par rapport aux males et donc une
taille moyenne supérieure) ; rappelons que les péches sont effectuées au chalut dans les
estuaires contaminées et fournissent donc un nombre de captures nettement plus élevé que
celui observé pour le Ster, ou la péche est réalisée avec un filet maillant et ou tous les
individus péchés sont prélevés.
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