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RESUME EXECUTIF

Objectifs

A partir d’'une approche multibiomarqueurs et de la combinaison de monitoring actif
(encagement de poissons sur des sites d’intérét) et passif (captures de poissons dans les
milieux naturels), le projet SA6-HQFISH évalue l'impact de la qualité de I'estuaire de Seine
dans le maintien des populations de poissons, du recrutement des juvéniles dans I'estuaire
jusqu’a la phase de reproduction des adultes. Notons que le modéle biologique de cette étude
est le flet, un poisson plat dont I'essentiel du cycle biologique se passe en estuaire.

Principaux résultats

Qualité des nourriceries de Seine (imprégnation de flets juvéniles durant un

mois : caging). La qualité des nourriceries a été évaluée par la mise en cage durant un mois
de flets juvéniles (7 - 9 cm de longueur) capturés dans un milieu modérément contaminé
(estuaire de Canche) et encagés en septembre-octobre, sur différents sites : en Canche et en
Seine (Rouen, Fosse Nord, avant-port du Havre). Un gradient croissant de contamination
chimique trés marqué a été observé sur les sédiments de Seine (de la Fosse Nord vers
Rouen), qui présentent par ailleurs des concentrations nettement plus élevées relativement a
ceux de Canche, particulierement pour les polluants organiques. Les teneurs en contaminants
chimiques mesurées dans les flets encagés ne refletent pas forcément celles des sédiments ;
on suggeére par exemple que la biodisponibilité des métaux est limitée pour les poissons de
Rouen qui présentent ainsi une faible bioaccumulation, malgré de fortes teneurs métalliques
dans les sédiments.
HQFISH a permis de développer et d’'améliorer la technique d’encagement au cours des trois
années du suivi ; 'enjeu était d'améliorer le bien-étre et de réduire le stress du poisson lié a
'encagement pour ne pas biaiser l'interprétation des réponses biologiques en lien avec la
contamination chimique des milieux étudiés. La mise en place d’un collecteur d’invertébrés au
sein des cages a ainsi considérablement amélioré la disponibilité trophique et a permis un gain
en termes de survie et d’état de santé des poissons en fin d’exposition. L'interprétation et la
comparaison inter-sites des réponses biologiques des poissons en lien avec la contamination
chimiqgue des milieux étudiés se sont avérées délicates du fait du stress associé a
'encagement. Les marqueurs moléculaires précoces identifiés sur les flets encagés, par la
protéomique haut débit, ont néanmoins permis de diagnostiquer les impacts d’'un stress
chimique croissant sur le poisson, de I'aval vers 'amont de la Seine.

Qualité des nourriceries de Seine (imprégnation de flets juvéniles durant 5 mois
in natura). On estime ici que les flets 0+ sont recrutés en estuaires globalement au mois de
Mai-Juin, et donc qu’une capture de poissons 0+ en Septembre-Octobre signifie que ces
individus ont séjourné en moyenne 5 mois dans leur estuaire. La mesure d’indicateurs liés a
la fitness (indice de condition, état des réserves, taux de croissance) et de biomarqueurs
(génotoxicité, dommages liés au stress oxydant) ne met pas en évidence de différences
significatives entre les flets juvéniles (7 - 9 cm) capturés en Seine Aval (Fosse Nord) vs
Canche. L’'amélioration globale de la qualité chimique des eaux de la Seine depuis les années
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2000 et la situation aval des prélévements (moindre contamination a 'embouchure) pourraient
expliquer ce résultat.

Qualité de I’habitat estuarien de Seine pour les poissons adultes (imprégnation
2 a 3 ans). Des flets adultes de 2 a 3 ans (longueur > 25 cm) ont été capturés dans la partie
aval des estuaires de Seine et Canche, en Janvier (période de maturation sexuelle) et en
Juillet (période de repos sexuel). La bioaccumulation des polluants dans le foie du flet est plus
importante en Seine qu’en Canche particulierement pour les polluants organiques, alors que
les concentrations en métaux sont peu différenciées dans les deux populations. Sur la Seine
comme sur la Canche, on remarque que la contamination dans le biote est plus importante en
hiver qu’en été ; on suggére que la contamination apportée par les fleuves est plus soutenue
en hiver ou les débits sont élevés. Une grande partie des polluants peut étre éliminée par les
poissons par I'émission de leurs produits sexuels ; ce phénoméne pouvant aussi expliquer les
teneurs limitées en polluants pour les poissons en post-reproduction, en été.
L’évaluation d’indicateurs de fitness (indice de condition, taux de croissance, réserve lipidique)
ne montre pas de différence significative entre flets adultes de Seine vs Canche. Par contre
I'histologie du foie met en évidence des signatures pathologiques plus élevées en Seine vs
Canche. Par ailleurs, la neurotoxicité, les activités de détoxification et la peroxydation lipidique
sont significativement plus élevées en Seine vs Canche, particulierement en hiver. Au final
'analyse pathologique et les biomarqueurs reflétent les effets d’un stress chimique plus
marqué sur les flets adultes de Seine vs Canche.
L’analyse de la biologie de la reproduction des flets en Seine comme en Canche a permis de
détecter un décalage dans le cycle de reproduction. Ce décalage est trés probablement lié a
limpact du réchauffement climatique qui se traduit notamment par des automnes trés doux,
conduisant a une maturation sexuelle plus tardive et plus étalée dans le temps.
L’étude de la diversité génétique neutre de la population de flet de Seine comparée a celle
d’autres estuaires européens ne met pas en évidence de perte de diversité génétique en
Seine ; ceci indique que sur les derniéres décennies, il n'y a pas eu deffondrement
démographique en Seine. Par ailleurs I'analyse de la diversité génétique d’'un géne impliqué
dans la réponse au stress chimique, rapproche la population de Seine d’autres estuaires
pollués en Europe ; cette convergence reflete probablement une adaptation locale de la
population de Seine a la contamination chimique.

Synthése et perspectives

Le biomonitoring actif : un outil en devenir, pour faire du diagnostic sur la qualité

des estuaires a I’échelle de I’habitat
Le projet HQFISH a permis de tester pour la premiére fois la faisabilité du caging de flets
juvéniles, sur un mois, de Rouen au Havre, avec un certain succes ; le modéle flet de par ses
capacités d’osmorégulation exceptionnelles permettant donc de comparer des secteurs
oligohalins, méso et polyhalins. Sur les trois années du projet, des améliorations de la
méthodologie d'encagement ont été réalisées ; I'enjeu était d'améliorer le bien-étre et de
réduire le stress du poisson lié a 'encagement pour ne pas biaiser I'interprétation des réponses
biologiques en lien avec la contamination chimique des milieux étudiés. La mise en place d’un
collecteur d’invertébrés au sein des cages a ainsi considérablement amélioré la disponibilité
trophique et a permis un gain en termes de survie et d’état de santé des poissons en fin
d’exposition. Des améliorations sont encore possibles pour limiter au maximum le stress
des poissons lié a I'encagement, et pour effectuer un monitoring de I’environnement
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propre a la cage (fixation de sondes sur la cage pour la mesure de paramétres
hydrobiologiques, et de POCIS: échantillonneurs passifs de polluants émergents
méme a trés faibles doses). L’utilisation des méthodologies « omique », et notamment
de la protéomique haut débit parait pertinente pour explorer les réponses sans a priori
du poisson encagé, et donc aller vers une identification des stresseurs a I’échelle de
I’habitat.

Risque écologique pour la population de flet de I’estuaire de la Seine
Au bout de cing mois d’exposition dans I'estuaire aval de Seine, les flets juvéniles (0+) ne
présentent pas d’altération significative de leur état de santé, relativement a ceux prélevés
dans l'estuaire modérément contaminé de la Canche. L'impact du stress chimique non
détectable sur ces flets juvéniles en aval de Seine pourrait étre lié a leur période d’exposition
relativement courte, a la disponibilité en nourriture importante en Seine aval, et a la dilution
des apports en polluants du fleuve par les courants de marée.
Au bout de deux a trois ans d’exposition, les flets adultes de Seine présentent certains
indicateurs d’état de santé convergents avec ceux de Canche, mais des signatures de
réponses au stress chimique spécifiques (pathologie hépatique, neurotoxicité, détoxification et
peroxydation lipidique) plus marguées en Seine. La population de flet de Seine est donc
impactée par le stress chimique ; elle présente une adaptation locale a ce stress chimique
identifiée par les outils génétiques (travaux historiques et actuels), qui se traduit par un colt
physiologique. On remarque par ailleurs que la population de flet de Seine a maintenu sa
diversité génétique neutre, et donc n’a pas subi de déclins démographiques récents.
A I'échelle globale, le réchauffement climatique impacte trés directement la biologie de la
reproduction du flet en décalant la maturation sexuelle dans le temps, avec la disparition d’'un
pic de ponte pouvant étre préjudiciable au succes reproducteur. On peut s’interroger sur la
capacité de la population de Seine a faire face au réchauffement climatique, son
adaptation locale au stress chimique pouvant compromettre son aptitude a répondre a
des stresseurs additionnels, comme le réchauffement des eaux ; cette hypothese étant
basée sur une expérience passée sur les flets juvéniles présentant une gamme
thermique acceptable plus étroite en Seine qu’en Vilaine, et sur les données de la
bibliographie sur des populations de poissons soumises a des stress chimiques
chroniques. La population de flet de Seine présente donc un risque écologique ;
I'impact du multi-stress (réchauffement climatique global et pollution locale) sur cette
population devra étre étudié avec attention dans la prochaine décennie.
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INTRODUCTION

Les zones cotieres en général et les estuaires en particulier sont des milieux complexes et
fluctuants. Situés a linterface du milieu continental et du milieu marin, ils jouent un rble
essentiel dans le bon déroulement du cycle de vie de nombreuses espéces de poissons. Les
estuaires représentent a la fois un habitat pour des populations de milieux d'eaux douces et
saumatres, une zone de nourricerie, d’alimentation et de refuge pour les juvéniles et les
adultes d'especes marines et un milieu de transit pour les espéces migratrices amphihalines
(Mc Lusky & Elliott, 2004). Pour les juvéniles de poissons marins, les estuaires servent de
refuge contre la prédation tout en offrant d'importantes quantités de nourriture. Ces conditions
favorisent la croissance des juvéniles avant qu'ils ne soient recrutés dans la population adulte.
Ainsi, du fait de leur rble de nourricerie, les estuaires assurent une fonction clé dans le cycle
biologique de nombreuses especes de poissons et constituent un maillon essentiel du
renouvellement des stocks exploitables et de leur pérennisation. Cette fonction est 'une des
composantes écologiques essentielles des estuaires. En effet, 44% des espéces d’intérét
halieutique faisant I'objet d’'une évaluation au niveau européen présentent une dépendance
cétiére et/ou estuarienne a un moment de leur cycle de vie, et ces especes représentent 77%
du tonnage des débarquements (Seitz et al., 2014). Ces écosystemes sont ainsi qualifiés
d’habitat halieutique essentiel (Essential Fish Habitat).

Les estuaires et les zones c6tieres constituent des territoires a forts enjeux stratégiques pour
les économies et pour I'environnement. Ces habitats d'intéréts halieutiques essentiels sont
ainsi souvent impactés par les nombreuses pressions anthropiques qui s'y s'exercent. Pour
les poissons qui fréquentent ces écosystémes, le colt énergétique d'un stress
environnemental se solde par une diminution de la quantité d’énergie disponible pour la
maintenance, la reproduction et la croissance et en conséquence par une réduction de la
fithess des individus (Lauwrence et al., 2003 ; Kerambrun et al., 2012, 2013). Une qualité
médiocre de I'habitat cbtier peut augmenter significativement la mortalité des juvéniles et donc
conduire a un faible renouvellement du stock (Gibson, 1994 ; Le Pape et al., 2007 ;
Archambault et al., 2015). Aujourd’hui, on estime qu’une partie de la chute des abondances
des stocks de poissons est liée a la dégradation des habitats cétiers et estuariens des
poissons. La préservation de ces habitats est donc fondamentale pour maintenir le potentiel
de renouvellement des stocks halieutiques (Beck et al., 2001).

En Manche orientale, 30 a 40% des espéces halieutiqgues dépendent a un moment ou un autre
de leur cycle de vie des estuaires (Bessineton et al., 1994 ; Amara, 2011). Dans cette région,
la Seine est le plus grand estuaire mais aussi le plus anthropisé. La Seine a longtemps été
considérée comme un des estuaires les plus contaminés en Europe nord-occidentale (Dauvin,
2008). De nombreux contaminants chimiques a la toxicité avérée (métaux lourds, HAPs,
PCBs, pesticides mais aussi substances pharmaceutiques) ont été ainsi retrouvés dans les
eaux, les sédiments et bioaccumulés dans les organismes vivants (Miramand et al., 2001 ;
Cachot et al., 2006 ; Ouddane et., 2008 ; Abarnou et al., 2000 ; Dargnat et Fisson, 2010 ;
Budzinski et al., 2012). De nombreuses études ont mis en évidence des effets biologiques
pour les organismes exposés a cette multi-contamination de I'estuaire de la Seine (e.g.
précédents programmes Seine Aval et programme PNETOX). Il a été montré par exemple que
les juvéniles de flet vivant dans la partie amont de I'estuaire présentaient de 2 a 10 fois plus

g/l



de dommages a I'ADN que ceux vivant dans la partie aval de I'estuaire et que 5% des flets
adultes présentent des lésions hépatiques tumorales ou pré-tumorales (Cachot, 1998).
Toutefois, I'impact de la pollution sur la qualité des habitats halieutiques et le maintien des
populations de poissons est encore peu ou mal connu. Une étude réalisée sur 13 estuaires de
la facade Manche-Atlantique a révélé une perturbation de la fonction de nourricerie des
estuaires en relation avec les perturbations d’origine anthropique (Courrat et al., 2009). Une
diminution de 'abondance et du nombre d’espéces de juvéniles utilisant les estuaires comme
zone de nourriceries a ainsi été reliée aux niveaux de contamination métallique et organique
malgré la forte productivité des estuaires les plus anthropisés tel que la Seine. D'autres études
ont montré que les juvéniles de poissons de la Seine présentaient des performances
physiologiques moindres comparées a ceux d'estuaires peu anthropisés de la région (Gilliers
et al., 2006 ; Amara et al., 2009 ; Kerambrun et al., 2013, Henry et al., 2014 ; Dupuy et al.,
2015) avec des signes de dégradation de la fonction de nourricerie (Le Pape et al., 2007). Par
ailleurs, des travaux sur les poissons adultes de la Seine ont mis en évidence une pression de
sélection liée tres probablement aux polluants qui retient dans le milieu des génotypes de
résistance présentant une certaine tolérance au stress chimique associée cependant a un colt
physiologique pour le poisson : réduction générale de la fécondité, du taux de croissance et
de I'état d’embonpoint (Marchand et al., 2004, 2013 ; Calves et al., 2013).

Le besoin de méthodes d'évaluation de I'imprégnation chimique des milieux et de leur qualité
écologique pour la mise en ceuvre de la directive cadre européenne sur l'eau, ainsi que de
mesures prédictives du risque toxique pour I'environnement, entrainent un regain d'intérét pour
la biosurveillance en tant qu'outils d'aide au diagnostic de contamination et a la gestion du
risque toxique (Péry & Garric, 2017)

Les réponses biologiques des organismes a la qualité de leur environnement peuvent étre
évaluées a partir 3 approches différentes et complémentaires (Figure. 1).

Pas Pertinence

écologique
L Effets
Caging - biologiques
Laboratoire
Pertinence

toxicologique

Figure 1: Méthodes d’étude des effets biologiques des contaminations chimiques en relation avec leur
pertinence écologique et toxicologique (modifiée de Triebskorn et al., 2001)

Chacune des approches présente des avantages et des inconvénients. Les réponses
biologiques, directement mesurées sur des organismes prélevés ou transplantés dans le
milieu naturel, rendent compte des effets toxiques de la contamination, en intégrant les
variations de biodisponibilité et les effets mélanges, dans un contexte on ne peut plus réaliste.
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Dans le cas des poissons, la biosurveillance passive consiste a mesurer les réponses
biologiques d'individus prélevés au sein des populations indigénes des habitats ou stations
d'intérét. Cette approche est sans doute la plus proche de la réalité écologique ; les
organismes reflétant I'imprégnation du milieu durant toute la durée d'occupation de I'habitat
considére.

Néanmoins, la biosurveillance passive présente un certain nombre de contraintes et de
limites :

- absence du modele biologique dans tous les sites d’intéréts et a toutes les saisons (difficulté
pour le suivi saisonnier de la qualité du milieu). Le choix des stations étudiées est donc
forcément conditionné par la présence de I'espéce ciblée ;

- la mobilité des organismes peut conduire a des artefacts dans l'interprétation des réponses
biologiques pour un site ou un habitat donné ;

- probléeme d’homogénéité des individus-modéles (taille, age, sexe, état physiologique,
génétique,..) pouvant étre des facteurs confondants dans l'interprétation des résultats.

Plus récemment, et pour contourner ces limites, la biosurveillance active (encagement de
poissons) s'est développée en tant que méthode d’étude alternative pour évaluer la qualité
des habitats et les effets des contaminants chimiques sur les poissons dans des cours d'eau
continentaux (Bervoets et al., 2009 ; Cazenave et al., 2014 ; Scarcia et al., 2014 ; Gagnaire et
al., 2015 ; Vincze et al., 2015 ; Gagnaire et al., 2015 ; Le Guernic et al., 2016 ; Delahaut et al.,
2019 ; Catteau et al., 2020 ; van der Oost et al., 2020). Cette approche présente un avantage
certain en connaissant avec précision la localisation et la durée d’exposition des espéces tout
en conservant les caractéristiques environnementales du site étudié (Oikari et al., 2006). Elle
permet d’utiliser des organismes contréles et calibrés, provenant d’'une méme population, et
ainsi limiter 'impact de nombreux facteurs biologiques, dits de confusion. Toutefois, les effets
de I'encagement sur les réponses mesurées restent encore mal connus (Kellison et al., 2003
; Le Guernic et al., 2016). Aussi cette approche perd en réalisme écologique au profit d’'une
plus grande pertinence toxicologique (Figure 1).

La majorité des études d'encagement a été réalisée avec des juvéniles ou des adultes de
petits poissons (e.x. I'épinoche) pour des durées d'exposition généralement de 3 a 7 semaines.
Peu d'études d'encagement de poissons ont été réalisées en milieu cotier. Il s'agit le plus
souvent de zones cétiéres abritées comme les zones portuaires (Kerambrun et al., 2012a, b ;
de Cerio et al., 2018 ; Diaz de Cerio et al., 2018) ou les fjords norvégiens (Beyer et al., 1996 ;
Goksgyr et al., 1994 ; Dale et al., 2019). Dans les milieux estuariens a fort hydrodynamisme,
les rares études ont été réalisées aussi dans des milieux abrités (ports, digues) (Sogard et al.,
1992 ; Able et al., 1999 ; Duffy-Anderson et al., 1999) ou des zones d'herbiers (Phelan et al.,
2000). A notre connaissance, aucune étude de biomonitoring actif n'a été réalisée dans un
estuaire mégatidal ou macrotidal, du type de la Seine.

Le projet SA6-HQFISH s’inscrit dans I'axe prioritaire de SA6 qui vise a caractériser I'effet de
la qualité des habitats estuariens sur la dynamique des populations de poissons afin
d’accompagner les stratégies de restauration et de maintien des fonctions écologiques
estuariennes.

L'objectif du projet est d'évaluer, & partir d'une approche multi-biomarqueurs et par la
combinaison de méthodes de biomonitoring actif (encagement de poissons) et passif (capture
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de poissons du milieu naturel), le role de la qualité de I'estuaire de la Seine dans le maintien
des populations halieutiques, du recrutement des juvéniles a la reproduction des adultes. Le
modéele biologique est un poisson amphihalin, le flet (Platichthys flesus) ; cette espéce réalise
la majeure partie de son cycle biologique en estuaire (de son recrutement a I'état juvénile dans
les zones de nourriceries estuariennes, a sa reproduction a 'embouchure des estuaires) ; c’est
un modéele biologigue intégrateur de la qualité de I'habitat estuarien. Cette espéce est donc
particulierement pertinente pour valider des méthodologies exploratoires sur le fonctionnement
de populations soumises a des stress environnementaux dans des écosystemes estuariens,
de la zone oligohaline a la zone polyhaline.

Afin d'évaluer les effets des multi-stress environnementaux sur la population de flet de la
Seine, 3 durées d’'imprégnation (exposition) ont été considérées :

* Pour évaluer la qualité de la nourricerie :

1- Imprégnation du flet juvénile (1 mois) : des flets juvéniles (7-9 cm) capturés dans un
milieu modérément pollué (estuaire de Canche) et encagés en septembre/octobre sur
une période d'un moais, sur différents sites en Canche et en Seine (Rouen, Fosse Nord,
avant-port du Havre)

2- Imprégnation du flet juvénile (5 mois) : flets juvéniles (7-9 cm) capturés in natura en
Canche et en Seine en septembre/octobre, ayant donc vécu environ cing mois en
estuaire.

* Pour évaluer ['état de santé des adultes et leur capacité de reproduction :
3- Imprégnation du flet adulte (2 a 3 ans) : flets adultes (>25 cm) capturés en hiver et en
été en aval des estuaires de Canche et Seine.

En paralléle du projet HQFISH, les équipes ont été mobilisées pour déployer les outils de
biosurveillance (flet et crevette) dans le cadre de I'évaluation des impacts sur la Seine de
I'accident Lubrizol. Les résultats de cette étude sont présentés séparément en annexe 1.

Encadré 1: Le Flet

Le modéle biologique choisi dans cette étude est un poisson plat benthique de la famille des
Pleuronectidae, le flet (Platichthys flesus). Cette espece affectionnant les fonds meubles
des estuaires et des zones cétiéres. Il se reproduit en hiver (de février a mars) dans des
eaux peu profondes (15 a 30m) souvent localisées a 'embouchure des estuaires. Aprés une
vie pélagiqgue de quelgues semaines, les larves se rapprochent des cbtes puis se
métamorphosent a une taille de 15-30 mm avant de coloniser les estuaires a partir du mois
de juin. Les jeunes juvéniles sont essentiellement localisés dans la partie oligohaline
(amont) des estuaires, avec leur croissance ils vont progressivement exploiter la partie
mésohaline, puis enfin la partie polyhaline (aval) vers I'age de 4-6 mois (septembre-octobre)
(Kerstan, 1991 ; Freitas et al., 2009 ; Selleslagh & Amara, 2008). Sa vie juvénile est
essentiellement estuarienne et dure 2,5 ans. Le flet se nourrit dans les eaux c6tiéres peu
profondes et sur les vasiéres intertidales estuarienne (De Groot, 1971) ; c’est une espéce
opportuniste qui se nourrit d'invertébrés benthiques comme les amphipodes, les polycheétes,
les isopodes ou encore des larves d'insectes (De Groot, 1971 ; Aarnio et al., 1996 ;



Selleslagh & Amara, 2015). Bien que communément considéré comme une espéce
catadrome (Summers, 1979), le flet peut présenter une certaine plasticité de son cycle
biologique avec des individus capables de se reproduire soit en mer, dans des eaux
saumatres et en eau douce, comme cela a été montré en Seine et en Gironde (Daverat et
al., 2012).

Le flet est un poisson euryhalin que I'on retrouve dans des eaux de salinité comprises entre
0 et 35 g/L. C'est le seul poisson plat marin en Europe qui remonte les cours d’eau douce,
plus particulierement en été. Il réalise une partie importante de son cycle biologique en
estuaire. C’est donc un modéle biologique intégrateur de la qualité de I'habitat estuarien aux
niveaux chimique, physique et hydro-climatique. Cette espéce est donc particulierement
pertinente pour valider des méthodologies exploratoires sur le fonctionnement de
populations soumises aux multi-stress environnementaux rencontrés dans les écosystémes
estuariens, de la zone oligohaline a la zone polyhaline (Borcier, 2019). Le flet est présent
sur toutes les cOtes européennes, C'est une espéce préconisée dans le cadre de la
convention OSPAR (Commission de Oslo et Paris du 22 septembre 1992) pour la
surveillance et la protection du milieu marin de I'Atlantique du Nord-Est.
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QUALITE DES ZONES DE NOURRICERIES ESTUARIENNES

Deux approches ont été développées pour explorer la qualité des zones de nourriceries
estuariennes en Seine : i) le déploiement de juvéniles encagés (7 - 9 cm) pendant un mois au
niveau de différents sites en Seine et en Canche ; ii) I'échantillonnage de juvéniles de flets (7
- 9. cm) in natura.

La réponse individuelle des juvéniles (capturés in natura et encagés) a leur environnement a
été analysée par lintermédiaire d'une approche multi-biomarqueurs prenant en compte
différents niveaux d’organisation biologique (indicateurs de fitness et des réponses
moléculaires (Tableau.l). Parallélement a ces métriqgues biologiques, les teneurs en
contaminants chimigues (inorganigues : métaux et organiques : PCB, PBDE, Pesticides,
HAPSs) ont été mesurées dans les poissons (muscle) et dans les sédiments.

Cette premiére partie du projet sur les réponses des poissons juvéniles in natura et mis en
cage a pour objectif I'intégration des réponses des juvéniles de flet pour diagnostiquer la
gualité et la fonctionnalité des nourriceries de I'estuaire de Seine sur un gradient amont-aval,
comparativement a celle d’'un milieu relativement peu anthropisé en Manche et reconnu
historiquement comme en meilleur état, I'estuaire de la Canche.

Tableau 1 : Liste des indicateurs de fitness et des biomarqueurs mesurés sur les juvéniles de flet.

Flets encagés Flets in natura
Indicateurs de fitness
Survie
Croissance (en taille / poids)
Croissance récente : otolithe
Indice de condition K
Indice ARN/ADN (muscle)
Réserves lipidiques (TAG/ST) (muscle)
Teneurs en protéines (muscle)
Biomarqueurs
Test des Cométes (sang)
Numération des micronoyaux (sang)
Peroxydation lipidique: TBARS
(branchies)
Carbonylation des protéines
(branchies)
Expression de génes: C3, TNF-R,
CCOll (foie)
Protéomique haut-débit « shotgun »
(foie)

X X X X X X X
X X X X X

X X
X X



Imprégnation du flet juvénile (1 mois)

Dans cette partie du projet, il s'agissait de mettre au point et de tester pour la premiére
fois la faisabilité de la biosurveillance active (encagement) dans des milieux estuariens soumis
a de fortes contraintes hydrodynamiques (systéme macrotidal). Du 4 au 9 septembre 2017,
350 flets (taille moyenne = 8,1 + 1 cm; poids moyen = 5,42 + 2,16 g) ont été capturés au petit
chalut & perche dans l'estuaire de la Canche et maintenus vivants au centre Mareis
(http://www.mareis.fr/) situé a proximité de I'estuaire de la Canche. Les flets ont été acclimatés
pendant une semaine dans un aquarium de 500 L et nourris avec des proies vivantes
(Mysidacea, crevettes et artémias).

La mise en cage des flets s'est déroulée du 12 au 17 septembre 2017 au niveau de 4 sites
dans l'estuaire de la Seine (Avant-Port du Havre ; Fosse Nord; Fosse Sud et aval de Rouen)
et 1 site dans l'estuaire de la Canche (Figure 2). A chaque site, 2 cages (dimension : L=1m ;
| = 0,6 m; H=0,6 m; volume = 0,36 m’ ; maillage = 1cm) ont été déployées. De plus, a chaque
site, une troisieme cage en Inox a été déployée pour I'étude des microplastiques (mutualisation
avec le projet PlasticSeine).

15 a 20 juvéniles de flet ont été placés dans chaque cage. 24 h avant la mise en cage, les
poissons ont été anesthésiés a I'eugénol (35 mg/L), marqués individuellement (Alpha Tag),
mesurés et pesés afin de suivre la croissance individuelle. Les cages ont été relevées un mois
aprés entre le 13 et le 15 octobre. Toutes les cages ont été retrouvées sauf celles du site de
la Fosse Sud. Ces derniéres ont soit été emportées par les activités de péche nombreuses se
déroulant dans le secteur (chalutage), soit elles ont été décrochées par les courants (cela
semble peu probable, car a tous les autres sites, les cages n'ont pas bougé).

Figure 2 : Localisation des sites d'implantation des cages. A noter qu'au niveau de Fosse sud les cages
n'ont pas été retrouvées.



Aprés un mois d'encagement, le taux de survie moyen (67%) est satisfaisant mais variable
selon les sites. Les meilleurs taux de survie correspondent aux sites de Rouen (97%) et de
l'avant Port du Havre (83%). Cela pourrait s'expliquer par le fait que ces 2 sites sont situés
dans des zones plus abritées et donc exposés a des conditions environnementales moins
fluctuantes comparativement aux sites situés dans le chenal des estuaires (Fosse Nord et
Canche).

En 2018 et 2019, nous avons réalisé de nouvelles expérimentations d'encagement afin
d'apporter des améliorations a la technique d'encagement et une meilleure prise en compte
du bien-étre animal par linstallation d'aménagements pour favoriser la présence et le
développement des proies et de zones de refuges pour les poissons. Les résultats obtenus
ont été concluants et permettent aujourd'hui de proposer un protocole pour la mise en place
d'une biosurveillance active standardisée et opérationnelle avec des juvéniles de flet.

Niveaux de contaminations chimiques dans les sédiments et les
poissons

Les contaminants inorganigues (métaux) et organiques (PCB, PBDE, Pesticides et HAP) ont
été dosés dans les sédiments et dans les muscles des poissons de chacun des 4 sites étudiés.
Un gradient croissant de contamination chimique trés marqué a été observé sur les sédiments
de Seine (de la Fosse Nord vers Rouen), qui présentent par ailleurs des concentrations
nettement plus élevées relativement a ceux de Canche. Le site de Rouen présente des
concentrations 10 fois (pour les métaux) ou 7 fois (pour les PCB) plus importantes qu'en
Canche (Figure 3).

Nous avons pu mettre en évidence des profils de contamination différents entre les sites
: Fosse Nord se caractérisant par les contaminants organiques : PBDE et PCB et I'avant-Port
du Havre par les éléments-traces métalliques.
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Figure 3 : Concentrations en éléments-traces métalliques, PCB et HAP dans les sédiments (en mg/g de
poids sec). (les mémes lettres au-dessus des histogrammes indiquent I’absence de différence
significative).
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Aprés un mois d'encagement, tous les poissons ont accumulé des contaminants dans leur
muscle. Par rapport aux témoins (poissons analysés avant la mise en cage) les concentrations
ont augmenté de 3 (métaux) a 8 fois (PCB). Celamontre gue les poissons ont bioaccumulé
pendant la période d'encagement (Figure 4).

Pour les PCB, nous retrouvons le méme gradient amont-aval que dans les sédiments. Par
contre, pour les métaux, la bioaccumulation est plus élevée au niveau de I'avant-Port du Havre
et plus faible & Rouen. Proportionnellement aux teneurs trouvées dans les sédiments, les
poissons de Rouen ont globalement bioaccumulé moins qu'au niveau des autres sites.

Nous avons pu mettre en évidence des profils de bioaccumulation différents :

- Forte bioaccumulation de PCB a Rouen, mais faible pour les autres contaminants

- Profils de bioaccumulation trés différents entre Fosse Nord (HAP, Pesticides) et
Avant-Port (métaux).
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Figure 4 : Concentrations en éléments-traces métalligues et en PCB dans les muscles de juvéniles de flet
encagés comparés au témoin (poissons analysés avant la mise en cage). (les mémes lettres au-dessus des
histogrammes indiquent I’absence de différence significative).

L'analyse de co-inertie entre les concentrations dans les poissons et les sédiments montre
l'absence de co-structure. Les données de la contamination chimique du biote ne reflétent
pas celles des sédiments. Dans une étude d'encagement de flets adultes pendant 3 mois
dans un fjord norvégien, Beyer et al. (1996) ont également trouvé que les concentrations de
contaminants dans les flets ne reflétaient pas celles des sédiments des sites encagés. lls
supposent que les poissons étaient moins exposés aux métaux que ne lindiquent les
concentrations mesurées dans les sédiments. lIs expliquent cela par le fait que les échantillons
de sédiments analysés représentent une épaisseur de 5 a 6 cm alors que les poissons au fond
de la cage ne sont en contact qu'avec les couches les plus récentes de sédiments, les moins
polluées. Dans l'estuaire de la Seine, du fait de la nature des sédiments (sableux-vaseux a
vaseux) et du fort hydrodynamisme, il y a une forte remobilisation et déplacement des
sédiments. Cela constitue un biais potentiel pour la comparaison de la contamination
sédimentaire avec la contamination du biote sur un méme site.

I



La contamination du biote (bioaccumulation) semble étre un bon indicateur de la
biodisponibilité des contaminants. De nombreux facteurs (salinité, taux de matiere
organique du sédiment, granulométrie,...) influencent la biodisponibilité des contaminants pour
les poissons. Ainsi, certains contaminants métalliques sont bien présents dans les sédiments
de Rouen, mais en concentrations faibles dans les flets encagés sur ce site ; la biodisponibilité
de ces métaux y est donc vraisemblablement trés réduite. De toute évidence, ces observations
illustrent la nécessité de poursuivre les recherches sur la biodisponibilité des contaminants
des sédiments et leurs bioaccumulations chez les poissons encagés. Il faut noter que la
contamination de la colonne d’eau n’a pas été prise en compte et que pour les métaux au
moins c’est une source de contamination majeure. Une perspective serait l'utilisation
d’échantillonneurs passifs (POCIS, DGT) fixés au niveau des cages pour mesurer la
concentration en contaminants dissous « biodisponibles ».

La contamination par voie trophique, c'est-a-dire le niveau de contamination des proies et les
processus de transfert, est souvent considérée comme un facteur important dans la
bioaccumulation chez les poissons. Dans le cas de la présente expérimentation, les poissons
se sont mal nourris (ils ont tous perdu du poids durant I'encagement) ce qui laisse penser que
cette voie de contamination a été réduite. Dans le cadre des expérimentations d'encagements
réalisées, en 2018 et 2019, les gammares qui ont colonisé les récifs de coquilles installés dans
les cages (constituant ainsi une partie importante de la nourriture des flets pendant
'encagement) ont été conservés pour de futures analyses chimiques et explorer cette
hypothése.

Réponses biologiques des poissons

A) Indices de fitness

Bien que les cages aient été fixées sur le substrat, et présentaient un fond recouvert de
guelques centimeétres de sédiments facilitant I'acces a la macrofaune (principales proies des
juvéniles de flets), les poissons ont perdu du poids (en moyenne 0,73% / jour) du fait d'un
mangue trés probable d'accessibilité et/ou de disponibilité de la nourriture. Ces résultats sont
confirmés par l'analyse des contenus stomacaux (taux de vacuité élevé) et la diminution des
différents indices de fitness (l'indice de condition K de Fulton et des indices biochimiques
(Protéines, ARN/ADN, TAG/ST)) (Figure 5). Les flets encagés ont des indices de fitness
significativement plus faibles que ceux des témoins (poissons stabulés avant mise en
cage) (Figure 6). Une diminution des indices de fitness a déja été observée chez des poissons
(épinoches) encagés pendant 40 jours (Le Guernic et al., 2016) ou des juvéniles de carpe
encagés 4 semaines (Bervoets et al., 2009). L’interprétation et la comparaison inter-sites
des réponses biologiques des poissons encagés reste délicate du fait de I'effet de
I’encagement sur la fitness et trés probablement sur les réponses des biomarqueurs. C'est
ce qui a été montré notamment chez I'épinoche dans le cadre d'une étude expérimentale in
situ avec des effets sur la fitness et les réponses immunitaires (Le Guernic et al., 2016). Les
améliorations apportées au cours du projet offrent toutefois de trés bonnes perspectives.
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Figure 5: (A) Indice de condition K de Fulton ; (B) croissance récente de I'otolithe (largeur des 15 derniers
accroissements) ; (C) rapport ARN/ADN ; (D) rapport TAG/ ST et (E) concentration en protéines des
juvéniles de flets encagés un mois au niveau des 3 sites en Seine (Rouen, Fosse Nord et Avant- Port du
Havre) et de la Canche. Les valeurs du témoin correspondent aux flets de la Canche stabulés avant mise
en cage. (les mémes lettres au-dessus des histogrammes indiquent I’absence de différence significative).

.

——

. =
Avant Port Fosse Nord Rouen Canche Canche Témoi

Cage

Figure 6 : IBR fitness moyen des juvéniles de flets encagés un mois au niveau des 3 sites en Seine (Rouen,
Fosse Nord et Avant-Port du Havre) et de la Canche. Les valeurs du témoin correspondent aux flets de la
Canche stabulés avant mise en cage.
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HQFISH a permis de développer et d’'améliorer la technique d’encagement au cours des trois
années du suivi ; 'enjeu était d'améliorer le bien-étre et de réduire le stress du poisson lié a
I'encagement pour ne pas perturber les indicateurs de fitness en lien avec la contamination
chimique des milieux étudiés. Différentes améliorations et enrichissement (zone-refuge, abris
contre les courants, collecteur d'invertébrés,..) ont été développées (Figure 7).

Tube en PVC : zone-refuge

Bandelettes de filets a plancton

Filet de coquilles d’'huitres :
Effet récif

Maillage de 1,5 cm :
Bonne circulation de I'eau

Panneau de plexiglas H= 15 cm
Abris contre le courant

Figure 7 : Cage développée dans le projet HQFISH pour I'encagement des juvéniles de flets avec différentes
améliorations et enrichissement pour favoriser le bien-étre des poissons.
Les résultats obtenus sont trés encourageants :
- Amélioration tres significative de I'alimentation des poissons durant I'encagement : 7 a
10 invertébrés (gammares) retrouvés par estomac; taux de vacuité de 0% (Rouen) et

13% (Canche) alors qu'en 2017, le taux de vacuité était > 75% .

- Amélioration de la survie et des indices de fitness (Figure 8)
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B) Réponses des biomarqueurs

Les différents biomarqueurs analysés (test des Cometes, peroxydation lipidique : TBARS,
carbonylation des protéines, C3, TNF-R, CCOIlI) montrent des réponses variables et
difficilement interprétables (Figure 9).
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Figure 9 : Comparaison des réponses de certains biomarqueurs chez des juvéniles de flets encagés un
mois au niveau des 3 sites en Seine (Rouen, Fosse Nord et Avant- Port du Havre) et de la Canche. Le témoin
Canche correspond aux poissons capturés en Canche.
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Des analyses protéomiques haut-débit « shotgun » ont été menées sur le foie des poissons,
pour rechercher sans a priori de nouvelles protéines candidates en lien avec les réponses du
flet aux stress dans les estuaires (Figure 10). Cette nouvelle technique permet d’identifier sans
a priori des milliers de protéines candidates, en une seule analyse par individu, a partir d'un
échantillon de foie trés petit, ne dépassant pas les 20 mg. Les analyses ont été réalisées sur
3 lots de flets post encagement (Canche, Fosse Nord, Rouen).

Les résultats montrent une surproduction de nombreuses protéines impliquées dans la
détoxification des xénobiotiques, bien marquée a Rouen et de moindre intensité en Fosse
Nord (Figure 10). Le stress chimique est maximum dans 'estuaire de Seine notamment dans
sa partie la plus amont, & Rouen. On observe clairement dans ce milieu une sur-expression
des GST, BHMT, CYP450, PDCD4 qui témoignent de la réponse des poissons au milieu trés
pollué de Rouen vs Canche. Il existe donc une relation positive entre le niveau de pollution et
le facteur d’expression des signatures protéomiques, ce qui suggére la pertinence de
'approche en protéomique pour le diagnostic du stress chimique sur la réponse de flets
encagés sur un mois (Borcier et al., 2019). Il est a noter la non-identification de
métallothionéines suractivées, ce qui suggére des contaminants métalliques a priori peu
biodisponibles notamment & Rouen. Cela va dans le sens des observations précédemment
faites sur la faible bioaccumulation des contaminants métalliques a Rouen.
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Figure 10 : Signatures protéomiques des flets encagés a Rouen et Fosse Nord par rapport a ceux encagés
dans la Canche.

Notons que les capacités d’osmorégulation exceptionnelles du flet permettent a cette espéce
de dépenser trés peu d’énergie pour s’acclimater a des conditions de salinité qui peuvent étre
extrémement variables en suivant le cycle de marée (Lundgreen et al., 2008). Nous émettons
donc I'hypothése que le colt énergétique réduit de 'osmorégulation chez le flet, ne peut
conduire a la modification des signatures protéigues de ce poisson, en réponse a des salinités
différentielles a Rouen vs Fosse Nord.
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Imprégnation du flet juvénile (5 mois)

Malgré les nombreuses tentatives d'échantillonnage au niveau des différents sites étudiés,
nous n'avons pu capturer des juvéniles de flet que dans l'estuaire de la Canche et au niveau
aval de la Seine, dans la vasiere Nord. C'est l'une des limites de la biosurveillance passive
(absence du modéle biologique sur tous les sites d'intérét).

La comparaison des concentrations de contaminants bioaccumulés dans les poissons in
natura de la Canche et de Fosse Nord montre :

- Une bioaccumulation des PCB plus importante a Fosse Nord / Canche
- Une bioaccumulation des contaminants métalliques et des pesticides plus importante en
Canche / Fosse Nord.

Sil'on compare les concentrations de contaminants bioaccumulés entre les poissons in natura
et les poissons encagés d'un méme site, il apparait que la bioaccumulation est toujours plus
importante dans les poissons encagés (1 mois d’exposition) comparés aux poissons prélevés
directement dans la Seine ou la Canche (exposition de l'ordre de 4 a 5 mois) (Figure 11).
Toutefois, les signatures chimiques (proportions des contaminants) sont similaires entre
poissons encagés et poissons sauvages (in natura).

Plusieurs études ont précédemment signalé des différences de réponse entre les organismes
encageés et indigenes exposés a la pollution de I'environnement (Lacroix et al., 2015). C'est le
cas des moules ou une plus forte bioaccumulation chez les organismes encagés compares
aux individus du milieu naturel (natives) a déja été observée (Nigro et al., 2006 ; Schagyen et
al., 2017). Les différences observées ont été attribuées a plusieurs facteurs : absence d'effets
cumulatifs a long terme des polluants dans les organismes en cage (Nigro et al., 2006) ; aux
différences physiologiques des individus et donc aux capacités a se détoxifier (Schgyen et al.,
2017) ; l'existence de traits adaptatifs ou de mécanismes compensatoires chez les moules
indigénes exposées de fagon chronique a la pollution, conduisant par exemple a des niveaux
de bioaccumulation inférieurs a ceux des organismes en cage a court terme (Marigdbmez et
al., 2013 ; Greenfield et al., 2014).
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Figure 11 : Comparaison des concentrations en contaminants métalliques (A), PCB (B) et Pesticides (C)
entre juvéniles de flets capturés in natura et encagés un mois sur le méme site en Canche et au niveau de
Fosse Nord.



La différence de contamination entre poissons encagés et prélevés in natura pose la question
d’'une potentielle pression de sélection des polluants sur les individus résidant dans les
systémes les plus contaminés. Les individus a méme de mieux se détoxifier ou a méme
d’éviter les zones de fortes contaminations seraient favorisés. Une perspective proposée serait
de comparer des profils de bioaccumulation d’'individus issus de Canche et de Seine, exposés
dans la méme cage et donc au méme environnement ; I'objectif serait ici de détecter des
capacités différentielles a bioaccumuler des polluants, et de mettre ainsi en évidence une
possible adaptation locale des populations de poissons face a la contamination chimique.

La comparaison de I'état de santé des juvéniles prélevés in natura dans la Seine aval (Fosse
Nord) et dans la Canche ne montre pas de différence significative sur les indicateurs de fithess
et les biomarqueurs (sauf pour le TBARS, dont les niveaux sont néanmoins trés faibles)
(Figure 12). Cela suggeére que les juvéniles de flet ne sont pas a priori plus impactés par le
stress chimique dans la partie aval de la Seine vs dans I'estuaire de la Canche. Ces résultats
sont différents des études réalisées il y a une dizaine d'années qui ont montré un état de santé
des juvéniles de flet de la Seine significativement moindre comparé aux flets de la Canche ou
d'autres petits estuaires comme I'Authie (Amara et al., 2009 ; Kerambrun et al., 2013 ; Henry
et al., 2014 ; Dupuy et al., 2015).
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Figure 12 : Comparaison des indicateurs de fitness (indice de condition K, croissance récente de I'otolithe,
concentration en protéines, et réserves lipidiques TAG/ST) et des biomarqueurs (% DNA Tail, Protéines
carbonylées, TBARS) mesurés sur des juvéniles (7- 9 cm) de flets capturés en septembre 2017 en Canche
et dans la partie aval (Fosse Nord) de la Seine.



La comparaison de I'évolution des concentrations en contaminants métalliques sur 10 ans
dans les sédiments mais aussi dans les juvéniles de flets de Canche et de la partie aval de la
Seine, montre une diminution tres significative en Seine. En Canche, les concentrations sont
restées relativement stables (Figure 13). L’amélioration globale de la qualité chimique de la
Seine depuis les années 2000 et la situation aval des prélévements (moindre contamination a
'embouchure) pourraient expliquer l'absence de différences observées au niveau des
indicateurs d'état de santé des flets capturés en 2017.
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Figure 13 : Comparaison de I'évolution des concentrations en contaminants métalliques (3 Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Pb, Ni) dans les sédiments et les juvéniles de flet prélevés en Canche et dans la partie aval de la Seine
en 2008 (Henry et al., 2012) et en 2017 (projet HQFish). A noter qu'en 2008, les dosages de contaminants
ont été réalisés sur des flets plus petits capturés en juin et donc qui ont eu une durée d'imprégnation en
estuaire plus courte qu'en 2017.



QUALITE DE L’HABITAT ESTUARIEN DE LA SEINE &
FITNESS DES POISSONS ADULTES

Cette partie du projet HQFISH va quantifier des indicateurs de fithess et développer une
approche multi-biomarqueurs sur des flets adultes de Seine soumis a un stress chimique a
priori élevé, relativement a des poissons adultes de Canche présentant un stress chimique
considéré comme modéré. Cette approche doit nous permettre de quantifier le potentiel de la
population de Seine a faire face au stress chimique et donc a assurer sa résilience.

Un échantillonnage de flets adultes a été mené a 2 saisons et dans 2 sites.

Notons que 30 flets adultes ont été prélevés par saison et par site, pour un . total donc de 30
X 2 X 2 =120 poissons. La longueur totale de ces poissons est comprise entre 25 et 35 cm, ce
qui permet de les qualifier de flets adultes (2 ans < age < 3 ans).

Voici le détail des opérations de péche au chalut :

hiver (flet a priori au stade: fin de maturation sexuelle)
le 16/01/2018, quelques kilomeétres au Nord de I'embouchure de la Canche, sur le site
d’Hardelot ; les poissons ayant été péchés entre 4 et 10 metres de profondeur (nom du site :
« Canche ») ;
le 23/01/2018, dans I'embouchure de I'estuaire de Seine (nom du site : « Seine »);

en été (flet a priori au stade: repos sexuel)
le 5/07/2018, sur le site de « Seine »
le 6/07/2018, sur le site de « Canche ».
Suite a chaque opération de péche, les poissons ont été ramenés aux laboratoires (TOXEM-
Le Havre & LOG-Wimereux) puis mesurés, pesés, et disséqués dans la journée ; les différents
tissus prélevés étant congelés a -80°C, ou fixés au formol pour les échantillons destinés a
I'histologie.

Dosages chimiques dans le foie des flets

Différents dosages ont été menés sur les polluants organiques et métalliques sur muscle et
foie de poisson (HAP, PCB, pesticides organochlorés - organophosphorés, métaux). Nous
ferons ici un focus sur les résultats obtenus sur le foie qui bioaccumule naturellement plus les
polluants que le muscle, en retenant préférentiellement les polluants organiques les plus
persistants (PCB & pesticides) ainsi que les métaux.

Les analyses de PCB et de pesticides font clairement ressortir des concentrations environ 10
fois plus fortes en PCB dans le foie en Seine vs Canche, quelle que soit la saison ; les teneurs
en pesticides étant 40 fois et 4 fois plus fortes, respectivement en hiver et en été, en Seine vs
Canche (Fig. 14).
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Figure 14 : Concentrations en PCBs et pesticides organochlorés-organophosphorés dans le foie de flets
adultes en Canche et en Seine en hivers et en été 2018 (résultats exprimés / poids sec).

Les analyses de métaux dans le foie mettent en évidence des concentrations trés proches en
Cu et Zn en Canche vs Seine, quelle que soit la saison. Les valeurs de contaminations
métalliques pour Cd, Co, Cr, Ni, Pb sont proches en hiver pour Canche et Seine, et nettement
différentielles en été ou les individus de Seine sont nettement plus contaminés (Fig. 15).
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Figure 15: Concentrations en métaux dans le foie de flets adultes en Canche et en Seine (résultats exprimés
/ poids sec).

La contamination des poissons avec les Polluants Organiques Persistants (PCB & pesticides
organochlorés-organophosphorés) est donc nettement plus élevée en Seine vs Canche ; elle
pourrait étre potentiellement expliquée par la contamination résiduelle encore trés élevée en
POP des sédiments de Seine, relativement aux sédiments a 'embouchure de I'estuaire de la
Canche.
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La contamination métallique est par contre de méme niveau global en Seine et Canche,
particulierement en hiver. Ce résultat n'est pas vraiment surprenant, car les dosages de
métaux dans les foies de flets adultes ont mis en évidence dans le passé des niveaux de
contamination métallique trés proches en embouchure de Seine, en Baie de Somme, voire
devant Boulogne sur mer, Calais et Dunkerque (Henry et al. 2004). Nous émettons I'hypothése
que les poissons de 'embouchure de la Canche sont soumis a I'impact du « fleuve cotier »
(Brylinski et al, 1991)de la Manche orientale. Cette bande deau coétiere est
vraisemblablement entretenue par les apports fluviatiles de la Baie de Seine au Pas de Calais
et se caractérise par une dessalure et des teneurs en polluants non négligeables ; elle
dériverait lentement vers le Nord, sous I'impact de la résiduelle des marées et des vents
dominants du Sud-Ouest. Nous émettons I'hypothése que la contamination métallique assez
réduite en été au niveau de I'embouchure de la Canche, pourrait étre due a un débit des
fleuves plus réduit et particulierement a des apports de la Baie de Seine en contaminants plus
limités.

Globalement, les niveaux de certains métaux chez le flet en Canche et Seine
paraissent nettement plus élevés relativement aux données des petits estuaires peu
contaminés du Golfe de Gascogne (ie, Ster de Lesconil avec Cd = 0,01 mg/kg et Cu = 15
mg/kg in Evrard et al. 2009), parfois identiques a ceux observés dans les grands estuaires trés
anthropisés (Gironde, Loire avec 45 < Cu < 60 mg/kg in Evrard et al. 2009), voire inférieurs
relativement a la contamination au cadmium trés élevée observée en Gironde (Cd = 1,27
mg/kg in Evrard et al. 2009). On remarque que la contamination métallique pour le flet en
Canche et Seine demeure en moyenne 5 fois plus faible (pour Cr, Cd, Ni, Hg, Cu) relativement
a celle observée dans les estuaires fortement pollués d’Angleterre : Tyne et Mersey (Williams
et al. 2011). Notons par contre une concentration en Zn élevée dans les flets de Canche -
Seine (180 mg/kg), proche de celle observée en Tyne - Mersey (250 mg/kg in Williams et al.
2011).

Le différentiel de contamination hiver-été marqué pour les polluants organiques,
particulierement pour les poissons de la Seine, pourrait s’expliquer par la décontamination des
poissons adultes au cours de la phase de reproduction ; en effet, une partie des polluants
notamment liposolubles peut étre éliminée par leur transfert dans les gametes des poissons,
puis leur émission dans le milieu naturel (Ostrach et al., 2008). Les poissons capturés en été,
en situation de post-ponte auraient ainsi éliminé une partie de leur charge polluante, suite a la
reproduction par la production de gametes et/ou la mobilisation de leurs réserves musculaires ;
ils présenteraient donc un niveau de contamination plus faible qu’en hiver. On remarque que
pour les PCBs les plus communs, le niveau de contamination détecté dans le foie de flet en
hiver est modéré en Canche (300ug/kg) et représentatif de ce qui est trouvé classiquement
dans les estuaires peu contaminés, comme le Ster de Lesconil (200ug/kg in Evrard et al.
2009). Par contre la contamination en PCBs communs dans les flets de Seine en hiver atteint
une valeur trés forte (4700pg/kg) dépassant trés largement celle observée dans d’autres
grands estuaires en France (500 < PCB < 800 pg/kg pour la Loire et la Gironde in Evrard et
al. 2009), comme dans les estuaires trés pollués en Angleterre (400 < PCB < 1600 pg/kg pour
Tyne & Mersey, in Williams et al. 2011). Cette contamination importante par les PCB en Seine
témoigne encore du gros passé industriel de cet estuaire, et de la forte rémanence de cette
famille de molécules dans les sédiments.



Contamination en polluants organiques persistants dans le foie, nettement plus forte
chezles poissons adultes de Seine vs Canche ; avec une signature encore tres élevée
des PCB en Seine, typique d’un estuaire trés industrialisé. Contamination en métaux
proche en Seine et Canche, présentant en hiver des valeurs moyennes a fortes
relativement a I’ensemble du littoral francgais.

Dosage d’un métabolite des HAP : I’hydroxypyréne dans la bile
des flets adultes

Le métabolite qui est dosé dans la bile, 'hydroxypyréne, correspond a un hydrocarbure parent
majoritairement rencontré dans les milieux aquatiques, le pyréne, une molécule largement
distribuée dans I'environnement et biodisponible.

Le dosage de I'hydroxypyréne met en évidence des signatures significativement plus fortes en
Seine vs Canche particulierement en hiver (Fig. 16) ; des valeurs supérieures de ce métabolite
en hiver vs été ayant aussi été observées pour le flet en Loire et Vilaine (Evrard 2010).
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Figure 16 : Dosage de I’hydroxypyréne dans la bile de flets adultes en Canche et en Seine.

De fagon générale, 'ensemble du littoral de la Manche est impacté par les HAPs véhiculés par
le lessivage des sols, les transports atmosphériques, puis par leur dilution et diffusion vers le
milieu marin cétier ; ceci expliguant naturellement des concentrations plus élevées en Seine
trés fortement anthropisée, relativement au Pas de Calais. Nous confirmons ici que les
poissons de l'estuaire de Seine présentent des concentrations de métabolites de HAP trés
significatives, considérées comme étant parmi les plus fortes d’Europe (Kamman et al., 2017),
et proches de celles observées dans certains estuaires industriels comme I'Escaut aux Pays
Bas, ou la contamination des poissons aux HAP serait en partie expliquée par les activités
soutenues de dragage pour entretenir les chenaux de navigation qui remobilisent des
sédiments contaminés (Vethaak et al., 2016). Nous ne pouvons pas comparer directement
nos résultats sur Seine et Canche relativement aux travaux pré-cités sur les HAP, les
méthodes de dosage de I'hydroxypyréne dans la bile de flet étant différentes. Cependant
Kamman et al. (2017) indiquent pour la bile du flet des concentrations 17 et 4 fois plus fortes
d’hydroxypyréne, respectivement en Seine vs Islande, puis en Seine vs Mer du Nord —
Hollande, confirmant ainsi les fortes signatures de la Seine en HAP.



Contamination par les HAP significativement plus forte en Seine vs Canche ; les
teneurs en hydroxypyrene dans la bile de flet en Seine restant vraisemblablement
élevées relativement a celles détectées en Mer du Nord .

Mesure de difféerents indicateurs de la fitness chez les poissons
adultes

Indice de condition : K

L’indice de condition moyen a été calculé par localité et par saison. Rappelons que l'indice de
condition (K) est calculé de la maniére suivante :

K = (Longueur totale du poisson)3/ poids corporel

Cetindice refléte I'état d’embonpoint du poisson et est considéré comme un indicateur de I'état
de santé du poisson. Les indices de conditions sont identiques en Seine & Canche en hiver
comme en été ; on remarque par ailleurs un indice de condition plus fort en été qu’en hiver
pour les deux populations, trés probablement liée a une alimentation trés active du poisson en
post-ponte, sur la période printemps-été (Fig. 17).
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Figure 17 :Indice de condition des flets adultes en Canche et Seine.

Taux de croissance : GR (« Growth Rate »)

Le taux de croissance des flets a été déterminé par rétro-calcul sur les otolithes. Ces piéces
calcifiées localisées dans l'oreille interne du poisson sont relativement faciles a lire sur le flet,
d’autant plus que nous avons une longue pratique sur la lecture des otolithes de cette espéce.
La croissance individuelle a donc été estimée entre le début du premier hiver et le début du
deuxiéme hiver, ce qui correspond a un age moyen compris entre 8 mois et 20 mois, i.e. une
période ou la croissance du poisson est encore trés rapide et linéaire.

Les taux de croissance moyens ne sont pas significativement différents entre les deux
systémes, avec cependant une croissance légérement plus forte (Fig. 18) en Seine (10 cm/an)
vs Canche (9 cm /an).
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Figure 18 :Taux de croissance estimé par rétrocalcul sur les otolithes du flet, entre le début du premier
hiver et le début du deuxiéme hiver.

Notons que la croissance du flet sur un an en Seine parait trés stable dans le temps. Elle était
en effet en 2003 estimée entre 9 et 12 cm/an dans les grands estuaires anthropisés de Seine,
Loire et Gironde ; une croissance nettement inférieure a celle observée dans de petits
estuaires peu contaminés comme le Ster de Lesconil : 17 cm/an (Marchand et al. 2004). On
aurait pu s’attendre a priori a un taux de croissance supérieur a 10 cm/an pour les flets de
Canche ; il semblerait donc que les conditions de croissance ne soient pas optimales dans ce
dernier systéme estuarien et peut-étre liées a des conditions trophiques médiocres.

Etat des réserves lipidiques musculaires : TG/FS

L’état des réserves musculaires chez le poisson peut étre classiquement évalué par 'analyse
de la teneur en lipides du muscle. Nous avons mesuré ici le rapport entre un lipide de réserve
le triglycérol (TG) et un lipide qui rentre dans la constitution des membranes cellulaires, le
stérol libre (FS : « Free Sterol »). TG/FS refléte les capacités du poisson a plus ou moins bien
maintenir ses réserves, suivant son état de maturation sexuelle, ou suivant le niveau du stress
gu'’il subit. Notons que de maniére générale, tout stress induit un colt énergétique pour le
poisson ; donc si l'intensité du stress est forte et/ou si le stress se prolonge dans le temps, on
peut a priori détecter une baisse des réserves lipidigues musculaires chez le poisson.

On remarque une augmentation de TG/FS de I'hiver a I'été, en Canche comme en Seine
(Figure 19). Cette tendance est classiquement décrite chez les poissons adultes, avec une
mobilisation des réserves musculaires pour la production de gameétes en période de
maturation sexuelle (janvier pour le flet), et une reconstitution des réserves quelques mois
aprés la ponte (juillet pour le flet) (Kopko & Dabrowska, 2018). On remarque de plus, quelle
gue soit la saison, un niveau des réserves lipidiques plus faible en Canche vs Seine qui
pourrait étre lié a une disponibilité en nourriture globalement plus réduite pour les poissons
adultes en Canche vs Seine.

Rapport lipides TG/FS des Flets adultes péchés en
Canche et en Seine en 2018
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Figure 19 : Etat des réserves lipidiques (Triglycéride/Stérol libre) dans le muscle de flets adultes.
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Histo-pathologie du foie (note de gravité)

L’analyse histologique des dommages hépatiques est utilisée depuis plusieurs années comme
une réponse intégrée pour la surveillance des effets biologiques généraux, pour I'évaluation
de l'état de santé général du poisson, aussi bien au niveau individuel qu’au niveau
populationnel. L’intercalibration et la standardisation méthodologique de I'analyse histologique
des pathologies hépatiques chez les poissons marins a permis I'application de cette analyse
dans le monitoring des effets biologiques (Feist et al., 2004). Le morceau de foie prélevé est
fixé au formol a 4 %, déshydraté puis inclus en paraffine ; 1 a 2 sections de 3 & 5 um du tissu
ont ensuite été placées sur une lame de microscopie avant coloration
hématoxyline/Eosine/Safran (H/E/S). Les observations sur les atteintes hépatiques ont été
réalisées a 'aide d’'un microscope optique. Dans un objectif de biosurveillance, les Iésions
hépatiques ont été catégorisées selon les recommandations de Feist & collaborateurs en 2014
(ICES N°38, 2004, Biological effects of contaminants : Use of liver pathology of the European
flatfish dab and flounder for monitoring). De plus, afin d’utiliser pleinement I'histopathologie
hépatique comme un outil indépendant permettant de mesurer les effets biologiques des
contaminants sur les poissons plats, nous avons attribué arbitrairement un grade de sévérité
de 1 & 5 pour chaque catégorie de Iésions (tableau ci-dessous).

Atteintes hépatiques sur le flet recherchées par analyse histologique.
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Ainsi, pour chaque flet adulte prélevé en Seine et en Canche, il peut étre calculé un index de
dommage hépatique correspondant a la somme des grades observés. De la méme maniére,
un indice global peut étre attribué a un site ; il correspond a la somme des grades de sévérité
mesuré divisé par le nombre d’individus composant I'échantillon. Cela permet, dans la mesure
ou les campagnes de péche sont réalisées a la méme période de comparer plusieurs sites.
Au final un indice de gravité moyen a été calculé par site et par saison (Fig. 20) ; les signatures
histo-pathologiques sont significativement plus fortes en Seine vs Canche, quelle que soit la
saison considérée.

Indice de gravité moyen en histopathologie des Flets
adultes péchés en Canche et en Seine en 2018
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Figure 20 : Note de gravité pour les signatures histo-pathologiques détectées sur le foie des flets adultes.

Les signatures pathologiques sur le foie de flet sont étudiées depuis plus de 15 ans dans les
estuaires en Grande Bretagne et dans les eaux cétiéres et estuariennes en Hollande ; elles
présentent une plus forte prévalence dans les sites contaminés et une certaine réduction dans
les systémes cbtiers ou la qualité de I'eau s’est améliorée (Lyons et al., 2004 ; Vethaak et al.,
2009). Ces signatures pathologiques, intégratrices de I'état de santé des individus, sont
considérées comme des marqueurs d’intérét majeur pour mieux comprendre l'impact des
pollutions chroniques sur les populations de poissons (Martinez-Gémez & Vethaak, 2019).

Indices de conditions & taux de croissance des flets de Seine et de Canche sont tres
proches. L’état des réserves musculaires est cependant plus faible en Canche vs
Seine, ce différentiel étant possiblement lié a une disponibilité en nourriture plus
faible en Canche vs Seine.

Si les parametres précédents ne mettent pas en évidence un différentiel net en termes
de fitness entre les populations, les flets de Seine présentent par contre des
signatures pathologiques clairement plus lourdes que celle de Canche.

Biologie de lareproduction

Rapport Gonado-Somatique (RGS) chez les femelles en Janvier & Juillet 2018
L’investissement dans I'effort de reproduction est mesuré par le Rapport Gonado Somatique
(RGS =% du poids des gonades / poids du corps) pour les flets femelles en Janvier (mois ou
cette espece est censée achever sa maturation sexuelle, la ponte démarrant a priori en
Février), et en Juillet ou les poissons sont a priori au repos sexuel.
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Les RGS le 20 Janvier sont d’environ 12% pour les flets femelles de Canche comme de Seine,
puis tombe en été a 1% (Fig. 21).
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Figure 21 : Rapport Gonado-Somatique (RGS) en Janvier et Juillet 2018 pour Seine & Canche.

Le RGS - Janvier 2018 parait faible relativement aux résultats historiques obtenus sur le flet :
RGS en Seine - 15 février 2004 = 19%, RGS en Loire & Gironde - 30 Janvier 2005 = 23%. On
observe donc ici un investissement faible dans I'effort de reproduction des flets femelles en
2018, et/ou un décalage dans la période de reproduction.

Indice de maturation sexuelle chez les femelles, évalué par I’histologie des gonades
L’analyse histologique des gonades permet d'observer les différents stades de la
gamétogénese ; un indice de maturation est calculé a partir des proportions relatives des
différents types d’ovocytes (primaires, secondaires, ...). |l a été calculé pour les flets femelles
de Canche et Seine, en Janvier et Juillet 2018 (Fig. 22).

Indice de maturation sexuelle des femelles Flets adultes
péchés en Canche et en Seine en 2018
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Figure 22 : Indice de maturation sexuelle des flets femelles en Janvier et Juillet 2018.

Les indices de maturation sont identiques en Canche et Seine pour chaque saison (Fig. 22).
On observe des valeurs d’'indice de maturation sexuelle des femelles en Janvier 2018 qui sont
faibles (moyenne = 2,20), relativement au méme indice calculé en Janvier 2005-2006 pour des
femelles de Loire et Gironde (moyenne = 3). L’évolution de l'indice de maturation de 2005 a
2018 permet donc de préciser que I'effort de reproduction plus limité en 2018 s’accompagne
donc d’un retard de la maturation sexuelle.



Dosage des hormones stéroidiennes (11KT, E2) et de la vitellogénine (VTG) dans le
plasma

Les hormones 11-cétotestostérone (11KT) et oestradiol (E2) ainsi que la vitellogénine
(précurseur du vitellus) dosés dans le plasma, sont des indicateurs fiables de la maturité
sexuelle et susceptibles d’indiquer des perturbations endocriniennes (Fig. 23 & 24).

Concentration moyenne en 11KT (pg/ml) des males
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Figure 23 : Dosages dans le plasma de la 11KT chez les flets méles et de E2 chez les flets femelles.

Taux de vitellogénine moyen (ng/mL) des miles Flets
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35
30 A A
25 1 A I
=20
ERE
0
Canche hiver  Canche été Seine hiver Seine été

Figure 24 : Dosages de la vitellogénine plasmatique chez les flets males.

Les taux d’hormones 11KT et E2 sont significativement plus élevés en période de maturation
sexuelle qu’en repos sexuel pour les deux sites (Fig. 23) ; les signatures VTG restent faibles
(i.e. « normales » pour des flets méales), ainsi que de méme niveau pour les poissons males
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de Canche et Seine, quelle que soit la période considérée (Fig. 24). Les variations des
parameétres hormonaux ainsi que de la vitellogénine apparaissent donc trés liées a la période
de reproduction et au sexe, et ne présentent pas d’anomalie liée a des perturbations
endocriniennes.

Pas de perturbation endocrinienne détectée au niveau de la reproduction du flet, en
Canche comme en Seine. Retard sur les deux sites de la maturation sexuelle des flets
femelles en Janvier 2018, comparativement aux données obtenues sur le flet dans les
grands estuaires en 2004-2005.

Expérimentation sur la fertilité

Dans le chapitre précédent (2.4 Biologie de la reproduction) nous avons mis en évidence en
Janvier 2018 un faible investissement des flets femelles dans I'effort de reproduction, ainsi
gu’un certain retard de la maturation sexuelle des femelles. Nous avons commenceé a constater
lors de cet hiver 2018 I'absence du pic de ponte d'intensité maximale en février, comme il était
classiguement observé dans les années 2000-2003 en Seine (Gallien-Landriau, 2003), ainsi
qgu’un certain étalement de la période de ponte débordant sur les mois de Mars voire d’Avril-
Mai 2018.

Le but de I'expérimentation sur la fertilité était de comparer la performance de reproduction
des flets issus de la Seine et de la Canche, par I'analyse du lien entre le niveau d’intégrité de
I'ADN spermatique et la qualité de la descendance via le suivi du développement embryo-
larvaire. Compte tenu de la grande difficulté d’obtenir des géniteurs matures en quantité
suffisante, quatre tentatives ont été faites pour mener une expérience de fertilité¢ (LEMAR
Brest, du 19 au 23 février 2018 ; LEMAR Brest, le 19 mars 2018 ; LOG Wimereux, du 25 au
31 mars 2018 ; LOG Wimereux, du 25 février au 3 mars 2019).

Manipulation du 25 au 31 mars 2018

La troisieme tentative (25-31 mars) nous a permis de réaliser une premiére expérience de
fertilité sur le flet ; il a été décidé d'utiliser les gamétes obtenus sur les 2 sexes et sur les 2
populations de Seine et Canche, afin de tester le protocole de fécondation artificielle et de
suivre le développement embryonnaire jusqu’a éclosion.

Un protocole de fécondation et d’élevage a été expérimenté sur le flet dans une chambre
thermostatée régulée a 11 + 0,2°C. Notons qu’immédiatement aprés la collecte des produits
génitaux par stripping sur les poissons, les spermes sont maintenus a 4°C et les ceufs a 11°C.
Un aliguote de chaque sperme est rapidement congelé dans I'azote liquide aprés dilution au
1/100 dans un tampon de cryoconservation (tampon de Vindelov), pour analyse ultérieure des
dommages a I’ADN spermatique par I'essai des cométes en conditions alcalines.

La photo suivante montre l'installation expérimentale mise en ceuvre pour le développement
embryonnaire :



Essais réalisés

On réalise 3 essais sur les individus de Seine (a partir du 26/03) :

S10 (a&b) : 100 mL d’ceufs d'un pool de 2 femelles sont fécondés par 1 mL de sperme d’'un
pool de 3 males puis 10 mL d’ceufs fécondés sont mis en incubation en dupliqua dans des
béchers de 2 L.

S’5 (a&b) et §’10 (a&b) : 40 mL d’'ceufs d’une seule femelle sont fécondés par 100 uL de
sperme d’un seul méle puis 5 mL (S’5) ou 10 mL (S’10) d’ceufs fécondés sont mis en incubation
en dupligua dans les béchers de 2 L.

Pour les individus de la Canche on réalise 4 essais (a partir du 27/03). :

C15 et C25: 40 mL d’ceufs d’un pool de 3 femelles sont fécondés par 300 uL de sperme d’un
pool de 6 males puis 15 mL (C15) ou 25 mL (C25) d’ceufs fécondés sont mis en incubation en
dans un bécher de 2 L.

C’15 et C’25 : 90 mL d’ceufs d’une femelle sont fécondés par 700 pyL de sperme d’un pool de
6 males puis 15 mL (C15’) ou 25 mL (C25’) d’ceufs fécondés sont mis en incubation dans un
bécher de 2 L.

Résultats

La durée de motilité des spermatozoides des flets de la Canche a été évaluée pour affiner le
protocole de fécondation : 150 pL de sperme sont mélangés a 40 mL d’eau de mer a 12°C et
immédiatement observés entre lame-lamelle sous microscope (X 400). On observe 95 % de
spermatozoides mobiles a TO, 5% a 5 min, 0% a 10 min.

La mesure du niveau de dommages a I’ADN par le test des comeétes en conditions alcalines
(protocole standard modifié avec 1h30 de lyse ; Devaux et Bony, 2013) met en évidence
'absence de dommages significatifs (tail intensity <5%) sur le sperme du flet et ne montre pas
de différence entre les poissons de la Canche (% tail intensity moyen + écart-type : 2,81 +
0,97) et ceux de la Seine (3,24 £ 1,04).



A l'éclosion qui débute a 43,9 degrés.jours a 11,2°C en moyenne (et aprés avoir constaté telles
gue décrites dans la littérature, les grandes étapes du développement aux temps attendus),
on mesure le taux d’anomalies des larves qui sont essentiellement des cedémes du sac vitellin,
des cedémes cardiaques et des déformations vertébrales ou des individus morts en nécrose.
Les résultats sont les suivants :

Echantillon Larves écloses Larves non écloses

a I’éclosion (nombre / pourcentage du total) (nombre / pourcentage du total)
normaux anormaux normaux anormaux

S10a & b* 31/80 2/5 3/8 3/8

S'5a&b* 146/76 13/7 33/17 0

$'10 a & b* 104/55 10/5 74/39 1/0,5

C15 + C25* 2/2 0 79/93 4/5

C’15 + C’25* 46/13 2/0,6 152/43 2/0.6

* dans ce cas, les larves des deux béchers ont été regroupées du fait du faible nombre de
larves obtenues

On peut décrire une premiére tendance a partir du tableau précédent : le taux de larves
écloses anormales parait plus élevé pour les individus de Seine (5 a 7%), relativement a celui
des individus de Canche (0 a 0,6%).

Les photos suivantes illustrent quelques étapes du développement embryo-larvaire du flet (hpf
= heures post fécondation) :
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Derniére tentative sur I’estimation de la fertilité (25 février — 3 mars 2019)

Une derniere tentative sur la fertilité du flet a été menée au LOG a Wimereux. Nous étions
cette fois-ci équipés d’'un systéme d’incubation permettant de vidanger par gravité les ceufs et
les larves mortes (type carafe de Zoug) et de renouveler plus facilement le milieu d’'incubation
gui a eu tendance au cours des essais préliminaires a se troubler systématiquement malgré
les changements d’eau quotidiens.

Cette derniére expérimentation s’est soldée par un échec, en effet nous n’avons pas pu
disposer simultanément pour les deux populations (Seine et Canche) d’'un minimum de
femelles matures présentant des ceufs de bonne qualité (n=4 a 5), et d’'un nombre de méles
matures suffisant (hn= 10 a 15 par station), en vue de tester un éventuel effet paternel de
'endommagement de 'ADN spermatique sur la qualité du développement embryo-larvaire.

Il faut rester prudent sur les conclusions de ces essais préliminaires menés sur trés
peu de géniteurs. Les premiers résultats indiqguent une absence de génotoxicité
marquée sur le sperme du flet, en Canche comme en Seine, et un taux de larves
écloses anormales plus élevé en Seine (5 a 7%) vs Canche (0 a 0,6 %). Nous
suggérons donc ici une possible perte de fertilité des poissons de Seine vs Canche.
Par ailleurs, nos manipulations sur la fertilité ont confirmé un décalage dans le temps
de la maturation sexuelle du flet les années 2018-2019, relativement aux années 2000-
2005. Le flet est une espéece a affinité boréale, dont le processus de maturation
sexuelle est accéléré par le flux d’eau froide issu du fleuve, arrivant dans I’estuaire
en automne (Dando, 2011) ; les automnes doux retardent donc I’arrivée de ce signal
froid qui conduit & un retard dans le processus de maturation sexuelle du flet. Le pic
de ponte traditionnellement observé en Février n'a pas été observeé au cours des deux
années étudiées, caractérisées par une période de ponte probablement plus étalée,
allant de Février a Juin. Cet étalement dans la période de ponte se traduit désormais
par la présence en septembre-octobre d’une trés large gamme de tailles de flets 0+
recrutés dans les estuaires de la Facade Atlantique (de 3 a9 cm de longueur).

Biomarqueurs : AChE, Cometes, EROD, TBARS, Carbonylation
des protéines

Différents biomarqueurs ont été mesurés : I'activité acétylcholinestérase AChE mesurée sur
le cerveau (neurotoxicité), le test Comeétes sur le sang (génotoxicité), I'activité EROD sur le
foie (métabolisation des xénobiotiques), le dosage des TBARS (marqueur de peroxydation
lipidique) et la carbonylation des protéines sur la branchie permettant de mesurer les
dommages liés au stress oxydant (Fig. 25).
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Figure 25 : Biomarqueurs mesurés sur les flets adultes de Canche et Seine : AChE, Test Comeétes, EROD
males, EROD femelles, TBARS, Carbonylation des protéines.

Les activités AChE sur le cerveau sont significativement plus élevées en hiver sur la Canche
vs Seine (Fig. 25) ; ce qui traduit une neurotoxicité plus forte en Seine en Janvier. Une forte
diminution de 'AChE est observée conjointement en Canche et en Seine en été ; actuellement
nous n’avons pas les éléments pour l'interpréter. Notons que l'activité AChE moyenne pour
les flets de ce projet HQFish est de 55 nanomoles/min/mg en Juillet 2018, et donc proche de
celle observée pour les flets de Seine lors du programme ECOTONE en Juillet 2017 : 75

nanomoles/min/mg.



Le test des Cometes indique au contraire une génotoxicité sur les hématies plus forte en
Canche vs Seine en hiver (Fig. 25). Nous suggérons que le stress chimique d’origine
essentiellement métallique en Canche, méme s'il reste modéré, puisse induire une
génotoxicité significative dans la population de flets, quelle que soit la saison. Par ailleurs,
plusieurs travaux conduits dans le passé au LEMAR (Marchand et al., 2004, 2013), ont
démontré qu’en Seine il existe une véritable pression de sélection du cocktail polluant sur la
population de flets, qui retient préférentiellement dans cet estuaire les individus les plus aptes
a protéger-réparer leur ADN ; cette adaptation locale de la population se traduisant donc par
des signatures de génotoxicité réduites en Seine, malgré la présence importante de composés
génotoxiques dans les sédiments.

Les mesures EROD sur le foie (Fig.25) mettent en évidence pour les méales, une activité plus
forte sur la Seine vs Canche en hiver, et pour les femelles, une activité plus forte sur la Seine
vs Canche en été. Globalement, les activités de métabolisation des xénobiotiques sont donc
plus fortes en Seine vs Canche. On remarque que classiquement l'activitt¢ EROD est plus
soutenue en hiver chez les males relativement aux femelles ; les flets femelles montrant durant
la saison de reproduction une corrélation négative entre I'activité¢ EROD et I'indice gonado-
somatique (Ferreia et al. 2004).

Les niveaux de TBARS sur la branchie (mesures des dommages liés a la peroxydation
lipidiqgue des membranes par le stress oxydant) (Fig. 25) sont plus élevés pour les flets de
Seine vs Canche en hiver. Le niveau de carbonylation des protéines de la branchie (autre
marqueur de dommage lié au stress oxydant) ne permet pas de différencier Seine vs Canche ;
on remarque simplement une plus forte carbonylation pour les deux populations en hiver,
période ou le stress chimique est plus marqué (Fig. 25).

Résultats des biomarqueurs contrastés en hiver en Seine vs Canche, une période
caractérisée par lareproduction du flet colteuse en énergie, probablement aussi par
un flux polluant plus fort au niveau des estuaires, voire par une biodisponibilité plus
marquée de certains polluants. L’hiver est donc associé a une sensibilité accrue des
poissons face aux multi-stress.

Les signatures neurotoxiques, de métabolisation des xénobiotiques et de stress
oxydant sont globalement plus fortes en hiver, en Seine vs Canche. La génotoxicité
plus faible observée en Seine vs Canche confirme probablement une adaptation
locale de la population de flets de Seine a la contamination chimique chronique
(Marchand et al. 2013).

Les lipides membranaires (SPG, PS, FS) : de nouveaux
biomarqueurs en écotoxicologie ?

Dans un travail récent conduit par le LEMAR (soumis a publication), des explorations ont été
menées sur les lipides membranaires dans le muscle de flets capturés en hiver, en estuaire
de Seine vs dans un milieu peu contaminé (Baie de Douarnenez). La fréquence de trois
phospholipides membranaires augmente en Seine vs Douarnenez : Sphingomyéline (SPG),
Phosphatidylsérine (PS) et Stérol libre (FS) ; il a été mis en évidence dans ce travail une



relation positive entre les niveaux de ces 3 phospholipides et la capacité des poissons a gérer
le stress oxydatif et & métaboliser les xénobiotiques. Nous avons donc décidé de continuer
nos investigations sur les phospholipides dans le cadre du projet HQFish.
Nous confirmons dans ce projet HQFish, la pertinence de ces trois lipides membranaires en
écotoxicologie :
e par une augmentation du niveau de SPG, PS et FS, dans les flets adultes, en milieu
trés pollué (Seine) vs peu contaminé (Canche), ceci en hiver
e par une mise en évidence de leur possible réle dans la gestion du stress oxydant
(voir dans le chapitre sur l'intégration des marqueurs 2.9).

Les lipides de membranes : Sphingomyéline, Phosphatidylsérine & Stérol libre, et
plus largement toutes les modifications du métabolisme des phospholipides,
pourraient devenir des marqueurs particulierement pertinents en écotoxicologie
aquatique.

Activites enzymatiques : CS & G6PDH

La Citrate Synthase est une enzyme de la matrice mitochondriale impliquée dans I'aérobiose
au niveau cellulaire, et dont I'activité mesurée dans le muscle peut étre considérée comme un
proxy du taux d’activité métabolique du poisson. La G6PDH est une enzyme qui conduit a la
production de NADPH, élément essentiel pour les réactions de biotransformation et de
détoxification ; elle peut étre inactivée par les polluants suite a sa carbonylation.
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Figure 26 : Activité enzymatique de la Citrate Synthase dans le muscle et le foie de flets adultes.



Les activités enzymatiques mesurées sur la Citrate Synthase mettent en évidence une
augmentation de I'activité en passant de I'hiver a I'été pour la Canche, pour le muscle comme
pour le foie (Fig. 26) ; cette augmentation n’étant pas observée en Seine. Nous émettons
I'hypothése qu’une possible altération du meétabolisme énergétique des flets de Seine ne leur
permettrait pas daugmenter leur niveau d’activité métabolique, parallélement au
réchauffement des eaux en période estivale.

Activité moyenne de la G6PDH (IU/mg) dans le foie des Flets
adultes péchés en Canche et en Seine en 2018
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Figure 27 : Activité enzymatique de la G6PDH dans le foie de flets adultes.

Les niveaux d’activité enzymatique de la G6PDH au niveau du foie pour Canche et Seine sont
globalement trés faibles (0,10 < activités < 0,20) pour cette année 2018 (Fig. 27), relativement
a nos mesures réalisées en mars 2016 sur des flets adultes de Douarnenez vs Seine (0,6 <
activités < 0,9). Ces faibles valeurs détectées en 2018, pourraient étre liées a une inhibition
de I'activité de la GBPDH en Canche et Seine, comme cela a été observé sur des flets prélevés
dans des estuaires fortement pollués de la Mer du Nord (Van Noorden et al., 1997 ; Koeler,
2004). Ces faibles valeurs de I'activité G6PDH devront étre confirmées dans le futur ; elles
pourraient refléter une perte relative des capacités du flet a gérer le stress oxydant.

Hypothéses sur une altération du métabolisme énergétique du flet en Seine, et sur
une perte relative de la capacité du flet a gérer le stress oxydant en Canche & Seine.

Intégration des réponses du flet aux contaminants

Analyses en Composantes Principales : corrélations entre biomarqueurs pour la Seine
et la Canche en hiver

Des Analyses en Composantes Principales (ACP) ont été menées en intra-site, pour explorer
les relations possibles entre 15 marqueurs biologiques mesurés sur les flets adultes
(Hydroxypyrene (Hydroxy P), K, GR, TG/FS, Histopathologie (Histo), AChE, Comeétes,
TBARS, SPG, PS, FS, CSm (sur le muscle), CSf (sur le foie), G6PDHTf, LgT (longueur totale
du poisson)).



PCA - Biplot

-~ Variables non retenuzs
& Varlatles rstenues

Dim2 (16%)

—ﬁ‘ﬂ —7‘5 on 7‘5 ﬁl”l
Dim1 (22.9%)

Figure 28 : ACP sur 15 marqueurs biologiques mesurés sur les flets adultes, en Canche-Hiver.
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Figure 29 : ACP sur 15 marqueurs biologiques mesurés sur les flets adultes, en Seine-Hiver.
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On remarque sur les figures 28 et 29 présentant I'intégration des différents marqueurs sur les
flets adultes respectivement en Canche-Hiver puis Seine-Hiver, période ou I'impact du stress
chimique est le plus marqué, la distribution des individus (en rouge) et la distribution des 15
variables (en vecteurs). Une similarité entre les 2 analyses est mise en évidence (Fig. 28 &
29), par la signalisation de certains vecteurs en bleu ; nous observons ainsi une convergence
remarquable de certains résultats en Canche & Seine, i.e. une opposition entre un groupe de
vecteurs (SPG, PS, Comet, AChE) et la variable TBARS.

Les flets en hiver montrant les plus fortes teneurs en Sphingomyéline et Phosphatidylsérine
dans leurs membranes cellulaires, présentent une neurotoxicité réduite au niveau du cerveau,
une génotoxicité élevée au niveau du sang, et une faible peroxydation lipidique au niveau
branchial.

Relation positive en hiver entre la teneur des membranes cellulaires en
Sphingomyéline et en Phosphatidylsérine et la capacité du flet a gérer le stress
oxydant ; confirmation de la pertinence de ces deux phospholipides en
écotoxicologie.

Dans un deuxieme temps, une ACP a été menée en inter-sites, i.e. en comparant les réponses
du flet adulte en Canche-Hiver vs Seine-Hiver (Fig. 30). La aussi nous avons mis en évidence
les marqueurs remarquables détectées dans les ACP en intra-site, par une signalisation bleue.
Notons de plus, que sur cette figure, nous avons regroupés les flets de Canche dans un
ensemble vert vs les flets de Seine dans un ensemble rose.

PCA - Biplot

Canche
[#] seine
*| Variables non retenues

Variables retenues

Dim2 (12.7%)

® Canche
A seine

23

Dim1 (21.6%)

Figure 30 : ACP sur 15 marqueurs biologiques mesurés sur les flets adultes, en Canche-Hiver & Seine-
Hiver.
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L’analyse menée conjointement sur les deux sites, permet de dégager les grandes
tendances du jeu de données en hiver (Fig. 30), la période de plus forte contamination
au stress chimique :
e une augmentation de la teneur des membranes cellulaires en
Sphingomyéline et en Phosphatidylsérine, en Seine (site trés pollué) vs
Canche (site modérément pollué)
e une péroxydation lipidique et une neurotoxicité plus marquées en Seine vs
Canche
une génotoxicité plus marquée en Canche vs Seine.

IBR : réponse intégrée sur les biomarqueurs

La méthodologie IBR (integrated biomarker response) a été ici mise en ceuvre (Devin et al.
2014) pour intégrer les réponses des différents biomarqueurs en Seine et en Canche, en hiver
comme en été (Fig. 31).

CaEte CaHiv

SeEte SeHiv

| 1

Figure 31 : Figure gauche : synthése graphique des différents biomarqueurs par site (Ca : Canche, Se:
Seine) et par saison (Eté, Hiver) : AChE, EROD, Comt (test Cometes), G6PDH (foie), Hydroxypyrene,
Histopathologie, TBARS, CS (foie).

Figure droite : Valeur de I'IBR qui intégre toutes les réponses des biomarqueurs (de gauche a droite :
Canche-hiver, Canche-été, Seine-hiver, Seine-été).

On observe clairement (Fig. 31) que I'IBR de Seine en hiver comme en été est
significativement supérieur a celui de Canche; ceci confirmant que le stress
chimique est globalement plus marqué sur les flets adultes de Seine vs Canche. I
faut néanmoins signaler que cette comparaison est ponctuelle et reflete la situation
des populations de flet dans les deux estuaires, en Janvier et Juillet 2018.




Variabilité génétiqgue de la population de flet de Seine
relativement aux estuaires européens

Variabilité génétique neutre mesurée a partir de marqueurs microsatellites

Différentes populations de flet ont été prélevées en Europe (environ 30 individus prélevés par
site) du Portugal a la Norvege, en incluant la Mer Baltique (Fig. 32). Ces individus ont été
génotypés au niveau de 11 locus neutres de type microsatellite. Nous avons ensuite étudié la
diversité génétique intra-populationnelle en calculant par population la diversité allélique (soit
le nombre moyen d’alléles par locus) (Fig. 33).
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Figure 32 : Populations de flet échantillonnées a travers I’Europe (regroupement des populations en
groupes phylogéographiques).

Diversité allélique

Figure 33 : Diversité génétique (diversité allélique) des populations de flet (ellipse verte : Seine 2005 et
2013)

La diversité génétique de la population de Seine (2005-2013) est conforme a celles observées
pour les populations de la Cote Atlantique Francaise (Fig. 33) ; ce résultat a été confirmé pour
la population de Seine en 2016. La population de flet de Seine a maintenu sa diversité
génétique et n’a donc pas connu de goulots d’étranglement démographiques récents.
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Figure 34 : Structure phylogéographique des populations de flet (I’ellipse verte contient les 2 échantillons
de Seine)

L’'étude de la différenciation génétique entre les populations, a partir des marqueurs
microsatellites, met en évidence l'appartenance de la population de Seine au groupe
phylogéographique Manche-Est - Mer du Nord (Fig. 32 & 34 - ellipse verte).

Variabilité génétique étudiée sur PGDS, un gene impliqué dans la réponse aux stress
chimiques

La variabilité génétigue dans les populations de flet en Seine et en Europe, a été étudiée sur
un gene PGDS (Prostaglandine D Synthase : métabolisation & réponses inflammatoires)
impliqué dans la réponse aux stress chimiques. Cette variabilité génétique a été analysée par
une approche multidimensionnelle (Fig. 35) ; elle met clairement en évidence le regroupement
des échantillons de Seine avec d’autres populations particulierement exposées a la pollution
(Hollande et Pologne). Nous émettons en conséquence I'’hypothése d’une probable pression
de sélection exercée par le stress chimique sur la population de flet de Seine, qui se traduit
par une adaptation locale de cette population a la pollution ; nous confirmons ainsi les travaux
précédents de génétique de populations du Laboratoire LEMAR en Seine (Marchand et al.,
2010, 2013 ; Calves et al., 2013).
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Figure 35 : Analyse MDS : distribution de la variabilité génétique du géne PGDS.

Maintien de la diversité génétique neutre de la population de flet de Seine depuis les
années 2005 : pas de déclin démographique récent du flet en Seine.
Pression de sélection sur des genes impliqués dans la réponse au stress chimique :
adaptation locale de la population de flet de Seine aux contaminants



CONCLUSION & PERSPECTIVES

La biosurveillance active pour évaluer la qualité des zones de nourriceries
estuariennes

Deux approches ont été développées pour explorer la qualité des zones de nourriceries
estuariennes en Seine : i) la biosurveillance active avec le déploiement de juvéniles encagés
(7 - 9 cm) pendant un mois au niveau de différents sites en Seine et en Canche; ii) la
biosurveillance passive avec I'échantillonnage de juvéniles de flets (7 - 9 cm) in natura. Cette
deuxieme approche a montré ses limites avec la difficulté de capturer des flets juvéniles a tous
les sites d'intérét, particulierement dans un grand systéeme comme la Seine. D’ou l'intérét du
caging qui permet un suivi des sites d'intéréts par transplantation de juvéniles de flet calibrés,
issus d'une méme population et prélevés dans un milieu modérément anthropisé (Canche).

Le projet HQFISH a permis de tester pour la premiére fois la faisabilité du caging de flets
juvéniles, sur un mois avec un certain succes. Le modéle juvénile de flet du fait de ses
capacités d'osmorégulation exceptionnelles donne la possibilité de l'utiliser pour un
biomonitoring actif pour comparer des habitats oligohalins, méso et polyhalins, dans des
estuaires de toutes tailles. La premiére année d'expérimentation (2017) a aussi permis de
mettre en évidence certaines limites de la technique d'encagement. La principale contrainte
concerne l'effet de I'encagement sur les réponses biologiques des poissons. Bien que les
cages aient été fixées sur le substrat, et présentaient un fond recouvert de quelques
centimetres de sédiments facilitant I'accés a la méio- et macrofaune (principales proies des
juvéniles de flets), les poissons ont perdu du poids du fait d'un manque trés probable
d'accessibilité et/ou de disponibilité de la nourriture. HQFISH a néanmoins permis de
développer et d’améliorer la technique d’encagement au cours des trois années du suivi ;
'enjeu était d'augmenter le bien-étre et de réduire le stress du poisson lié a 'encagement,
pour ne pas biaiser l'interprétation des réponses biologiques en lien avec la contamination
chimique des milieux étudiés. Différentes améliorations et enrichissements (zone-refuge, abris
contre les courants, collecteur d'invertébrés,...) ont été développés et ont permis une nette
amélioration de I'alimentation des poissons avec un gain en termes de survie et d’état de santé
en fin d’exposition.

Réponses biologiques et qualité des zones de nourricerie de la Seine

Si les réponses des indices de fitness et des biomargueurs mesurés sur les flets encagés sont
difficilement interprétables du fait de facteurs confondants liés a "l'effet encagement” et
notamment la limitation de la nourriture durant I'encagement, tous les poissons ont
bioaccumulé des contaminants dans leur muscle. Par rapport aux témoins les concentrations
en contaminants ont augmenté de 3 (métaux) a 8 fois (PCBs). D'ailleurs, les concentrations
de contaminants bioaccumulés dans les poissons encagés sont supérieures a celles
mesurées dans les poissons in natura d'un méme site. Toutefois, cette bioaccumulation ne
refléte pas la contamination des sédiments qui se caractérise par un gradient croissant de
contamination chimique trés marquée en Seine (de la Fosse Nord vers Rouen). On suggére
par exemple que la biodisponibilité des métaux est limitée pour les poissons de Rouen qui

présentent ainsi une faible bioaccumulation, malgré de fortes teneurs métalliques dans les
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sédiments. De toute évidence, ces observations illustrent la nécessité de poursuivre les
recherches sur la biodisponibilité des contaminants des sédiments et leurs bioaccumulations
chez les poissons encagés. Une perspective serait I'utilisation d’échantillonneurs passifs de
polluants (POCIS, DGT) fixés au niveau des cages pour mesurer la concentration en
contaminant dissous « biodisponibles ». La bioaccumulation des contaminants dans les flets
encagés pourrait s'avérer étre un bon indicateur de la biodisponibilité des contaminants et
donc des risques d’exposition des organismes. Cette approche de biosurveillance active
pourrait ainsi servir « d'indicateur d’exposition » et présenter un intérét pour le monitoring
environnemental et le diagnostic du risque environnemental.

L’interprétation et la comparaison inter-sites des réponses biologigques des poissons en lien
avec la contamination chimique des milieux étudiés se sont avérées délicates du fait du stress
associé a I'encagement. Les marqueurs moléculaires précoces identifiés sur les flets encagés,
par la protéomique haut débit, ont néanmoins permis de diagnostiquer les impacts d’un stress
chimique croissant sur le poisson, de I'aval vers 'amont de la Seine.

La comparaison de I'état de santé des juvéniles prélevés in natura dans la Seine aval (Fosse
Nord) et dans la Canche en septembre/octobre (individus ayant séjourné en moyenne 5 mois
dans leur estuaire) ne montre pas de différences significatives sur les indicateurs de fitness et
les biomarqueurs (sauf pour le TBARS). Cela suggere que les juvéniles de flet ne sont pas a
priori plus impactés par le stress chimique dans la partie aval de la Seine vs dans I'estuaire de
la Canche. Ce résultat contraste avec la situation décrite dans les années 2000 qui montrait
un moins bon état de santé des juvéniles de flet de la Seine par rapport a la Canche (Amara
et al., 2009 ; Kerambrun et al., 2013 ; Henry et al., 2014 ; Dupuy et al., 2015). L’amélioration
globale de la qualité chimique des eaux de la Seine depuis les années 2000 et la situation aval
des prélévements (moindre contamination a 'embouchure) pourraient expliquer ce résultat.
D'autres études sont nécessaires pour confirmer cette tendance.

Le projet HQFISH a montré que la biosurveillance active et passive apportent des informations
complémentaires. La premiére approche peut étre utilisée comme un outil de diagnostic d’un
site donné pendant une durée d’exposition donnée. Elle permet de développer une vision plus
fine a « micro-échelle » dans un habitat donné et/ou pour le biomonitoring environnemental,
la ou le modéle biologique est absent. Elle présente un fort intérét lors d'une pollution aigué
ou le suivi de remédiation d’un site. L’amélioration du protocole de caging de juvéniles de flet
offre aujourd’'hui de trés bonnes perspectives d'application comme celles mise en oeuvre dans
le cadre de I'’évaluation des impacts sur la Seine de 'accident Lubrizol (Annexe 1) ou plus
largement le cadre du projet Biosurveillance*.

* Le projet Biosurveillance a pour obijectif principal de proposer un pilote, basé sur la
méthodologie développée dans le projet SASHIMI- (Surveillance active de l'impact de la
pression chimique par des biomarqueurs- financement AFB), afin d’appuyer la surveillance
des masses d’eau continentales, de transition et cotieres sur le district Seine Normandie.



Bilan sur I'état de santé de la population de flets de Seine et sur les capacités
d’accueil futures de I'estuaire de Seine pour les populations de poissons
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En analysant les réponses moléculaires précoces du flet, par la protéomique haut débit, nous
avons constaté que les poissons encagés sur un mois présentent des signatures de
détoxification vis-a-vis des xénobiotiques nettement plus marquées dans la partie amont vs
aval de l'estuaire de Seine, tout en maintenant leurs indicateurs de fitness, le temps
d’exposition restant réduit.

Si on s’intéresse maintenant aux flets juvéniles natifs de Seine, capturés en aval (Fosse Nord)
'impact du stress chimique est non détectable relativement aux individus natifs de Canche ;
la disponibilité importante en nourriture en Seine aval et la dilution des polluants par les flux
de marées pourraient limiter les effets des polluants. Notons par ailleurs que la période
d’exposition aux contaminants estuariens est encore ici assez limitée pour ces individus natifs
(5 mois) ; un suivi temporel d’'une cohorte de flet en estuaire de Vilaine ayant détecté un
accroissement treés significatif des dommages cellulaires, de I'activité métabolique et de la
détoxification, aprés 7 a 8 mois d’exposition de cette cohorte aux polluants dans son milieu
naturel (Evrard et al. 2013).

Au bout de 2 a 3 ans d’exposition, les poissons adultes capturés en Seine présentent certains
indicateurs de fitness convergents avec ceux de Canche, mais des signatures de réponse au
stress chimique plus élevées (pathologie hépatique, neurotoxicité, détoxification, péroxydation
lipidique), ainsi qu’'une possible perte de fertilité (a confirmer par des expériences
complémentaires). Ces résultats refletent le statut physiologique des populations de flet en
Seine vs Canche identifié en Janvier et Juillet 2018 ; les tendances détectées sur la population

de flet de Seine devront étre confirmées dans les futurs travaux du GIP Seine-Aval.

La population de flet de Seine présente une adaptation locale a la contamination chimique
démontrée par les outils génétiques et par une certaine capacité de résistance vis-a-vis de la
génotoxicité (Marchand et al., 2004, 2013 ; Calves et al., 2013 ; ce projet HQFish), mais qui
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implique donc un codt physiologique probablement important. Le colt énergétique lié au stress
conduit les organismes a mettre en place des compromis « trade-off » pour gérer leurs
différentes fonctions, certaines étant préservées et d’autres altérées, suivant la nature et

lintensité du stress (Sokolova, 2013).

Par les outils génétiques nous avons démontré par ailleurs que la population de flet de Seine
a conservé sa diversité génétique neutre relativement aux populations d’autres estuaires
européens, et donc qu’elle n’a pas subi de déclins démographiques récents. Cet indicateur
pourrait étre a priori considéré comme un facteur de stabilité pour le futur de la population de
flet de Seine.

Cependant, nous observons dans ce projet HQFish que le réchauffement climatique global
impacte trés directement la biologie de la reproduction du flet, en Seine comme en Canche,
en décalant sa maturation sexuelle dans le temps, et en conduisant a un certain étalement de
la période de ponte pouvant étre préjudiciable au succes reproducteur. De plus, on peut
s’interroger sur la capacité particulierement de la population de Seine a faire face au
réchauffement climatique en cours ; en effet, son adaptation locale au stress chimique pourrait
compromettre son aptitude a répondre a un stresseur additionnel, comme le réchauffement
des eaux ; des travaux récents ayant démontré que le colt de I'adaptation locale au stress
chimique chronique se traduit par des altérations métaboliques des poissons estuariens
réduisant leur tolérance thermique ; ceci chez le flet (Lavergne et al., 2015), comme chez
Fundulus heteroclitus, une espéce modele particulierement étudiée en Ecotoxicologie
Evolutive en Amérique du Nord (Jayasundara et al., 2017).

Nous suggérons donc au final que la population de flet de Seine présente un risque écologique
et que I'impact du multi-stress (réchauffement climatique global et pollution locale) devra étre
étudié avec attention dans la prochaine décennie.
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