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INTRODUCTION

Dans le cadre des projets ECOTONES et HQFISH, financés par le GIP Seine-Aval,
différentes mesures de biomarqueurs ont été réalisées et optimisées en 2015, 2016,2017 et
2018 sur des poissons prélevés dans I'estuaire de la Seine. Suite a ces projets, la mesure de
biomarqueurs sur une espéce représentative de I'estuaire de la Seine (Platichtys flesus)
s’est imposée comme un outil de biosurveillance d’'un intérét majeur. L’interprétation des
résultats basée sur 'approche IBR permet de réaliser un monitoring a moyen et long terme
du grand systéme estuarien qu’est I'estuaire de la Seine en qualifiant I'impact de sa
contamination sur le vivant et son évolution. C’est dans cette optique qu’une péche de flets a
été réalisée en septembre 2019 afin d’assurer une continuité dans la mesure des
biomarqueurs et donc dans l'utilisation de cet outil de biosurveillance. Le flet est un poisson
marin benthique et cotier appartenant a la famille des pleuronectidés, trés abondant sur les
cétes francaises et plus largement en Atlantique nord est. Affectionnant les fonds sableux et
sablo-vaseux des estuaires et des zones marines coétiéres, le flet est de ce fait
particulierement exposé aux rejets industriels et urbains. Le flet est une espéece euryhaline
qui supporte aussi bien les eaux douces lorsqu’il est juvénile qu’une salinité de 35%. a I'dge
adulte. Le flet 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. Ainsi la mesure de biomarqueurs sur cette
espéce est largement documentée depuis plus de 20 ans et recommandée par le CIEM
(Conseil International d’Exploitation de le Mer).

Réception des échantillons : 11 septembre 2019
Début d’expérimentation : 19 septembre 2019

Fin d’expérimentation : 21 octobre 2019




A- BIOMARQUEURS MIS EN CEUVRE

Numeération des micronoyaux

Les micronoyaux se définissent comme des fragments de chromosomes ou des
chromosomes entiers perdus par le noyau cellulaire au cours de la mitose et formant de
petites entités bien individualisées dans le cytoplasme des cellules. lls proviennent de
cassures chromosomiques ou d'anomalies du fuseau mitotique et reflétent une action
génotoxique directe ou indirecte qui aboutissent toutes deux a l'apparition de mutations
chromosomiques stables et héréditaires. Les criteres de détermination des micronoyaux
(Med Pol Biomonitoring Programme, 1999) sont les suivants :

* La taille du micronoyau doit étre inférieure a 1/3 de la taille du noyau principal,
» La forme du micronoyau doit étre ronde et/ou ovoide,
* Le micronoyau doit étre parfaitement dissocié du noyau principal.

Suite a la prise de sang réalisée sur les poissons vivants, 10 pl ont été déposés sur une
lame de microscopie puis étalés a l'aide d’'une lamelle. Aprés séchage a température
ambiante, les cellules sanguines ont été fixées par passage des lames dans un bain
d’éthanol absolu pendant 10 minutes. Les cellules une fois fixées, ont été colorées au DAPI.
Le comptage semi-automatisé des micronoyaux a été réalisé a I'aide d’'une plateforme HCS
Celllnsight CX5 (Thermo). La fréquence de base du nombre de MN dans les érythrocytes de
poisson représente une limitation a son utilisation (Bolognesi et al., 2006). Ainsi, dans le
cadre du suivi mis en place sur l'estuaire de la Seine et selon les recommandations de
Machado Da Rocha et al. en 2009, I'analyse est réalisée sur 2000 cellules et sur un nombre
constant d'animaux (n=30).

Test des COMETES

Complémentaire du test de numération des micronoyaux, le test des cométes est un outil
sensible et capable de fournir une réponse précoce suite a I'exposition des organismes
aquatiques a des agents genotoxiques. Il permet de mesurer les cassures « simple brin » ou
« double brin » de 'ADN. Suite a la prise de sang sur les individus vivants, 10 pl de sang ont
été ajoutés a 1 ml de liquide de cryoconservation Vindeloff dans un cryotube de 2 ml. Aprés
une congélation rapide dans l'azote liquide, les tubes ont été conservés a -80°C jusqu’a
analyse selon les recommandations de Tice et al. (1988) et Azqueta & Collins (2013).
L’analyse automatisée des cométes (détermination du % d’ADN dans la queue de cométe =
% DNA Tail) a ensuite été réalisée grace a une plateforme HCS Celllnsight CX5 (Thermo).

Mesure de ’activité AChE

La mesure de l'activité acétylcholinestérase (AChE) chez les organismes marins permet
d’évaluer leur exposition a des contaminants neurotoxiques. L’AChE est responsable chez
de nombreux animaux de la rapide dégradation d’'un neurotransmetteur, I'acetylcholine
(ACh), en produits inactifs. Il a été démontré que l'activité AChE était inhibée suite a
'exposition des organismes a de nombreuses molécules chimiques organiques et
métalliques (Zinkl et al., 1991 ; Brown et al., 2004). Dans le cadre de cette étude, la mesure



de l'activité AChE a été réalisée sur le cerveau selon le protocole de référence publié par
Bocquené & Galgani en 1998. Pour cela, aprés le sacrifice de l'individu, le cerveau a été
prélevé puis conservé a -80°C jusqu’a analyse.

Mesure de ’activité EROD

Les complexes enzymatiques de biotransformation interviennent, entre autre, dans la
métabolisation des molécules xénobiotiques en vue d’augmenter leur hydrosolubilité et donc
leur élimination. Les cytochromes P450 de la famille 1A sont des enzymes intervenant dans
ce métabolisme qui, dans certains cas, conduit a I'activation des procancérogenes. L’activité
7-éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) de ces cytochromes P450-1A est mesurée par
I'utilisation substrat artificiel (7-ethoxyrésorufine) permettant ainsi d’évaluer I'exposition des
organismes a des xénobiotiques susceptibles d’'induire leur expression. Rapidement aprés le
sacrifice de I'animal, une partie du foie a été prélevé puis placé a -80°C jusqu’a analyse. La
mesure de lactivité EROD a été réalisée selon les recommandations de la norme
expérimentale XP ISO/TS 23893-2.

Dosage de la VTG

La vitellogénine (VTG) est phospholipoglycoprotéine naturellement produite au niveau du
foie par les femelles en réponse aux cestrogénes endogénes. Elle est ensuite transportée
par voie sanguine jusqu’aux ovaires ou elle est incorporée aux ovocytes en croissance.
Cependant, les génes de la VTG sont aussi présents chez les méales. L'exposition des males
et des juvéniles a des perturbateurs endocriniens peut induire la synthése de VTG et
augmenter sa concentration plasmatique. Ainsi, le dosage de la VTG est un biomarqueur
d’intérét, utilisé dans de nombreuses études environnementales permettant notamment de
caractériser la contamination des milieux aquatiques et ses effets sur les organismes
(Sanchez et al., 2008).

Le dosage de la VTG a été effectué sur le plasma des flets méales via un ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) indirect, en utilisant un anticorps polyclonal anti-VTG de
Turbot et de la VTG purifiée de cette espéce pour la réalisation de la gamme étalon.

Mesure de I'intersexualité (ovotestis)

De nombreuse études scientifigues ont montrés l'implication des perturbateurs endocriniens
dans la baisse de la fertilité, du développement, de la croissance et du métabolisme de
nombreuses espéces animales (Colborn et al.,, 1996). L’exposition a de telles molécules
induit chez les poissons une perturbation de la maturation gonadique, une augmentation de
la concentration plasmatique de la vitellogénine (VTG) chez les males ainsi que la présence
de gonades intersexuées (Gimeno et al., 1996). L’analyse histologique des gonades males
permet donc d’évaluer les pourcentages d’individus intersexués c’est-a-dire le pourcentage
d’individus méales présentant des ovocytes dans le tissu gonadique. Pour cette analyse, les
gonades une fois prélevées ont été sectionnées en 3 parties distinctes puis placées dans
une cassette histologique avant d’étre conservées dans un liquide fixateur (formol a 4%).
Aprés déshydrations et inclusions en paraffine, des sections de 3 a 5 pm des 3 parties
différentes de la gonade ont été placées sur une lame de microscopie avant coloration



hématoxyline/Eosine (H/E). Les observations ont été réalisées a l'aide d’'un microscope
optique avec analyse de 3 sections distinctes par gonade méale afin de mettre en évidence la
présence potentielle de cellules sexuelles femelles.

Histopathologie hépatique

L’analyse histologique des dommages hépatiques est reconnue comme une réponse
intégrée et utilisée depuis plusieurs années pour I'évaluation de I'état de santé général 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 l'application de cette analyse dans le monitoring des effets biologiques
(Feist et al., 2004). Pour la mise en place de cette analyse, un morceau de foie de 5mm x
5mm a été prélevé sur chaque individu puis placé dans une cassette histologique avant
d’étre conservé dans un liquide fixateur (formol a 4%). Aprés déshydrations et inclusions en
paraffine, 1 a 2 sections de 3 a 5um du tissu ont été placées sur une lame de microscopie
avant coloration hématoxyline/Eosine (H/E). Les observations ont été réalisées a I'aide d’'un
microscope optique.

Maturation ovocytaire

L’analyse histologique des gonades est une méthodologie qui permet de déterminer
précisément le stade de maturation des ovocytes chez les femelles. Plusieurs stades de
maturation ovocytaires (de 1 a 4) ont été définis selon 'ICES WKMSS report (2012), grace
auxquelles un indice global de maturation individuel peut étre déterminé selon I'approche
présentée par Daouk et collaborateurs en 2011. Pour cela, les gonades une fois prélevées
ont été sectionnées en 3 parties distinctes puis placées dans une cassette histologique avant
d’étre conservées dans un liquide fixateur (formol a 4%). Aprés déshydrations et inclusions
en paraffine, des sections de 3 a 5 ym des 3 parties différentes de la gonade ont été placées
sur une lame de microscopie avant coloration hématoxyline/Eosine (H/E). L’observation a
l'aide d’'un microscope optique des différentes sections de la gonade femelle a été réalisée
afin de valider I’'homogénéité de la maturation. Ensuite, le pourcentage de chaque stade
ovocytaire est déterminé sur un nombre total d’'ovocytes supérieur a 100 afin de calculer un
indice de maturité global.

Stabilité lysosomale

L’intégrité lysosomale est une cible pour les différents stress environnementaux chez
'ensemble des organismes eucaryotes (Cuervo, 2004). La mesure de la stabilité lysosomale
est un biomarqueur de stress général (Moore et al, 1976) dont l'application est
recommandée par arrété du ministére de I'Ecologie et du Développement Durable et de
'Energie du 17 décembre 2012 quant a la définition du « Bon état Ecologique » des eaux
marines. La mesure de la stabilité lysosomale sur les hépatocytes de poissons, est basée
sur I'évaluation de l'activité d’'une enzyme lysosomale : la phosphatase acide. L’évaluation
de la perturbation de l'intégrité de la membrane lysosomale chez le poisson consiste a
évaluer 'augmentation de la perméabilité membranaire a un substrat de cette enzyme. Pour
effectuer cette mesure, des cryocoupes (10 uM) de foie ont subi différents temps de
labilisation acide (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40 min). Ensuite, les coupes ont été incubées



dans un tampon contenant un substrat de la phosphatase acide avant d’étre transférées
dans une solution de post-couplage (Fast blue RR salt a 0,1% dans du tampon phosphate
0,1 M). Les coupes ont été analysées au microscope optique (x40) afin de déterminer
lintégrité de la membrane lysosomale qui est exprimée en période de labilisation (LP, en
min) et qui est corrélée a 'augmentation d’intensité de la coloration (Broeg et al., 1999 ;
UNEP/RAMOGE, 1999; ICES, 2004). Pour chaque coupe histologique, 4 zones distinctes
ont été analysées pour déterminer une valeur finale de LP par individu et qui correspond a la
moyenne des 4 zones.



B- RESULTATS

Les biomarqueurs mesurés sur les flets péchés en estuaire de la Seine depuis plusieurs
années sont préconisés par le CIEM pour évaluer les effets de la contamination sur les
organismes marins. Leur utilisation en routine dans un programme de surveillance est
conditionnée selon 'OSPAR par I'existence de trois critéres :

¢ Une méthodologie de référence,

e Une démarche d’assurance qualit¢ (BEQUALM : Biological Effects Quality
Assurance in Monitoring Programmes),

o Des critéres d’interprétations déterminés (EAC = Environmental Assessment
Criteria ; BAC = Background Assessment Criteria) et spécifiques des espéces
étudiées.

Pour P. flesus, I'ensemble des biomarqueurs préconisés par le CIEM respecte généralement
les deux premiers critéres présentés ci-dessus mais les seuils de stress significatif (EAC) ne
sont pas tous déterminés [Tableau 1]. Ainsi, pour améliorer I'interprétation et l'utilisation des
résultats obtenus par la mesure de biomarqueurs dans des programmes de gestions
environnementales, une interprétation selon une approche IBR a été initiée avec le LIEC
(Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements Continentaux). L’IBR (Integrated
Biomarker Response) est un outil synthétique permettant d’intégrer les mesures de multiple
biomarqueurs au sein d’un indice permettant de globaliser de fagon simple et claire les
différentes réponses biologiques. L'ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette
campagne 2019 est intégré aux graphiques du suivi « biomarqueurs » en annexe 1.

Tableau 1 : Liste des biomarqueurs recommandés par le CIEM chez le flet et mesurés dans le cadre du
suivi biomarqueurs.

Effet biologique chez le BAC' EAC?
Flet
Micronoyaux 0,3%o -
EROD 24 pmol/min/mg prot -
AChE (cerveau) - -
Test des cométes - -
Ovo testis 5% -
Histologie hépatique - -
Vtg 0,13 ug/ml -
Maturation ovocytaire
Stabilité lysosomale 20 minutes 10 minutes
" BAC : Background Assessment Criteria
2 EAC : Environmental Assessment Criteria
9



Numération des micronoyaux

Depuis la mise en place du suivi biomarqueurs en 2015, le taux moyen de micronoyaux le
plus important a été observé en 2017 : 0,53%o0 = 0,7 (n = 30 individus). Depuis 2017, le taux
moyen de micronoyaux est inférieur a 0,1%o (0,07%0 en 2018 et 0,02%0 en 2019). Il est
important de constater que le pourcentage d’individus présentant des cellules micro-
nucléées est quasiment identique depuis 2017 est proche de 10% [Figure 1]. La BAC
définie pour ce biomarqueur étant égale a 0,3%., seul I’échantillonnage de 2017 a
permis de considérer a cette époque I'estuaire de la Seine comme « impacté » par une
pression génotoxique significative.

MICRONOYAUX

06
0,4

0,2

0,1

- 10,00; 2019
0,000;2015 0,000;2016 (UKPINE PEEPIGE
00  En—

Est indiqgué en abscisse le nombre d'individus impactés par des cellules micronuclées et I'année
d’échantillonnage.

Figure 1 : Evolution du taux de micronoyaux (%c) sur les cellules sanguines des individus de flets
prélevés en estuaire de Seine dans le cadre du suivi « Biomarqueurs ».

Test des COMETES

L’analyse des dommages a I'ADN par le test des COMETES sur les érythrocytes de flet a
été initiée en estuaire de Seine en 2016. Les résultats obtenus depuis 2016, montrent que
c’est en 2017 que le % DNA Tail le plus bas a été mesuré : 26,84% [Figure 2]. Ce résultat
montre que le test des COMETES et le test de numération des micronoyaux traduisent des
niveaux d'intégration de la génotoxicité différents et donc des conséquences différentes
justifiant notamment leur association. Le test des COMETES traduit une réponse immédiate
et précoce liée a des dommages a I'ADN généralement transitoires dans la mesure ou ils
sont susceptibles d'étre réparés. Un micronoyau représente quant a lui un dommage
génotoxique plus grave dans la mesure ou il est irréversible et héréditaire. Cette année
(2019), le % DNA Tail est statistiquement plus bas que celui mesuré en 2018 mais plus
important que celui mesuré en 2017.
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Figure 2 : Evolution de la dégradation de I’ADN des érythrocytes de flets mesurée par le test des
COMETES dans le cadre du suivi « Biomarqueurs » en estuaire de Seine.

Activité AChE

Chez le flet, les activités AChE mesurées depuis 2016, montraient une inhibition constante et
significative jusqu’en 2018. L’activité AChE mesurée cette année montre une augmentation
par rapport a celle mesurée en 2018, inversant ainsi la tendance qui était observée depuis
2016 méme si aucune différence statistique significative ne peut étre mise en évidence
[Figure 3]. Les activités mesurées depuis 2017 tendent a montrer un niveau basal
d’activité AChE compris entre 80 et 50 nmol/min/mg de protéines.
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Figure 3 : Evolution de l'activité AChE mesurée dans le cerveau des individus de flets prélevés en
estuaire de Seine dans le cadre du suivi « Biomarqueurs ».
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Activité EROD

Les mesures d’activité EROD obtenues en estuaire de la Seine sur le flet montrent une
activité moyenne trés élevée en 2015 (>90 pmol/min/mg prot), largement supérieure au
niveau de base défini par le SGIMC (24 pmol/min/mg de prot), permettant donc de
considérer 'estuaire de la Seine en 2015 comme un milieu contaminé [Figure 4]. A partir de
2016 et cela jusqu’a cette année 2019, les activités EROD se sont véritablement
effondrées (respectivement 13,9 / 9,47 / 6,82 et 4,56 pmol/min/mg prot), traduisant
potentiellement une diminution de I’exposition des organismes a des molécules
induisant I’expression des CYP450s.
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Figure 4 : Evolution de I’activité EROD mesurée dans le foie des individus de flets prélevés en estuaire de
Seine dans le cadre du suivi « Biomarqueurs ».

Dosage de la VTG chez les méles

En 1999, Allen et collaborateurs ont montré que la concentration plasmatique de VTG chez
des flets méles péchés dans des estuaires anglais contaminés était de 7,9 pyg/mL (Allen et
al., 1999). En 2008, Minier et collaborateurs ont montré que 100% des flets méles analysés
présentaient des concentrations plasmatiques en VTG supérieures a 1 pg/mL alors qu’ils
n’étaient que 67% en 2001 (Minier et al., 2008). Ces valeurs permettaient de classer a
I'époque l'estuaire de la Seine parmi les estuaires les plus pollués d’Europe avec les
estuaires de Mersey et de Tyne (Angleterre).

Le dosage de la VTG réalisé chez les flets males depuis 2015 met en évidence des
concentrations plasmatiques moyennes relativement faibles < 25 ng/mL. Ces niveaux, bien
que tres faibles par rapport a 2008, étaient en augmentation entre 2015 et 2018 passant de
3 ng/mL a 25 ng/mL [Figure 5]. Durant cette période, 100% des males analysés présentaient
une concentration plasmatique inférieure a 45 ng/mL. Cette année, la concentration
moyenne de VTG est plus faible que celle mesurée en 2018 (19,75 ng/mL contre 25,15
ng/mL). Cependant, cette année et cela pour la premiére fois depuis la mise en place
du suivi « Biomarqueurs », un male présente une concentration plasmatique de VTG
supérieure a 130 ng/mL, niveau de base mentionné par le CIEM (individu 2019F14 a

12/ H



133,21 ng/mL). Le suivi de ce biomarqueur montre bien que I'’estuaire de la Seine est
nettement moins impacté qu’il y a une dizaine d’années mais que la problématique de
féminisation des poissons males reste bien présente.
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Figure 5 : Evolution de la concentration plasmatique de VTG mesurée chez les flets males dans le cadre
du suivi « Biomarqueurs » en estuaire de Seine.

Ovotestis ou Intersexualité

La présence d’individus intersexués traduit une exposition précoce des individus a des
perturbateurs endocriniens. Ce phénoméne couramment observé lors d’expositions en
laboratoire est finalement peu répandu in natura. Historiquement, seuls quelques sites ont
révélé la présence de poissons intersexués notamment chez le flet (Vethaak et al. 2005,
Ferreira et al, 2004). L'estuaire de la Seine présentait en 1997/98 un taux d’individus males
intersexués proche de 8%, et de 5,5% en 2008/09 (Minier et al., 2000 ; Projet ICON 2010).

Depuis 20105, seule 'année 2016 a permis de mettre en évidence la présence d’individus
intersexués : 21% de males intersexués (4 sur 19 males) [Figure 6]. Ce résultat largement
supérieure a 'EAC défini par le CIEM (5%) a permis de monter que de ce phénoméne de
féminisation était toujours bien présent en estuaire de la Seine. Depuis 2016, aucun
individu male échantillonné n’a présenté de signes d’intersexualité. Cela peut
cependant s’expliquer notamment par un nombre relativement faible d’individus males
échantillonnés par campagne (moyenne de 14,3 sur 30 individus) combiné a une incidence
basale de l'intersexualité relativement faible (5%). D’un point de vu statistique, une mesure
représentative de ce biomarqueur nécessiterait 'analyse d’une trentaine de poissons males.
Cependant, une péche réguliére et annuelle d’'un tel nombre d’individus étant éthiquement
inenvisageable, la mesure de ce biomarqueur pourrait étre réalisée uniquement tous les
deux ou 3 ans.
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Figure 6 : Evolution du taux d’intersexualité chez les flets males prélevés en estuaire de Seine dans le
cadre du suivi « Biomarqueurs ».

Histopathologie hépatique

Dans le but d’harmoniser la méthodologie d’évaluation des histopathologies hépatiques, le
programme BEQUALM a développé une grille d’évaluation des différents dommages
hépatiques [Tableau 2]. En donnant une note de gravité pour chaque catégorie de
pathologie, nous avons déterminé wune note globale pour chaque campagne
d’échantillonnage qui correspond a un FDI (Fish Diseases Index) spécifique aux dommages
hépatiques.

Tableau 2 : Catégorisation des lésions hépatiques proposée par le programme BELQUAM.

Catégories Lésions histopathologiques correspondantes Note de
histopathologiques P 9iq P gravité
Nécrose, apoptose, lipidose, variabilité du contenu
Lésions non en glycogéne, augmentation du nombre et/ou de la 1
spécifiques taille des agrégats mélanomacrophagiques,
infiltrations lymphocytaires, granulome, fibrose
Lésions non Phospholipidose, spongiose, inclusion fibrilaire, 5
néoplasiques dégénération hydropique
L . Phospholipidose, Inclusion fibrillaire, polymorphisme
Lésions non- o . . .
. . nucléaire, polymorphisme cellulaire, hydropique 3
néoplasiques e .
dégénération, Spongiose
Foyers de Cellules | Foyer éosinophile, Foyer basophile, Foyer de 4
Altérées (FCA) cellules claires
Néoplasmes bénins | Adénome hépatocellulaire, Cholangiome 5
. . Carcinome hépatocellulaire, Cholangiocarcinome,
Néoplasmes malins . ) 6
Hemangiocarcinome,

14/M



L’analyse histologique des foies de flets prélevés dans I'estuaire de la Seine depuis
2016, montre une prédominance de lésions non spécifiques qui sont majoritairement
des infiltrations hémocytaires et/ou des surcharges lipidiques au niveau des
hépatocytes (lipidose). Les altérations hépatiques les plus « graves » observées sont
les Foyers de Cellules Altérées (FCA) et ont impacté au maximum 6% des individus en
2016 et 2018. Depuis la mise en place du suivi « biomarqueurs », le FDI est
relativement stable et compris entre 0,8 et 1,4 [Figure 7].

HISTOLOGIE HEPATIQUE

Note de gravité arbitraire

2017 juil-18 sept-18 2019

Figure 7 : Evolution du Fish Diseases Index déterminé sur les flets prélevés en estuaire de Seine dans le
cadre du suivi «Biomarqueurs».

Maturation ovocytaire

La détermination de I'indice de maturation ovocytaire a été mis en place en 2019 en paralléle
d'une analyse rétrospective sur 'ensemble des préleévements jusqu’a 2015. Les résultats
obtenus montrent que I'indice issu de I'analyse histologique permet bien de discriminer, en
lien avec la période de reproduction, des femelles péchées en janvier de celles péchées en
juillet [Figure 8]. Des analyses realisées sur des flets femelles péchées en Canche
permettent d’obtenir des indices similaires a ceux obtenus en Seine a la méme période
(données HQFISH). Le suivi de la maturation ovocytaire sur le long terme doit mettre en
évidence l'impact potentiel du réchauffement climatique sur les individus femelles de
I'estuaire de la Seine et sur un décalage de la période de ponte vers les mois de mars, avril
et/ou mai. Ceci explique notamment la présence d’individus GO de petites tailles lors des
prélévements de septembre pouvant impacter potentiellement le recrutement des juvéniles.
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Figure 8 : Evolution de l'indice de maturation ovocytaire déterminé chez les flets femelles prélevées en
estuaire de Seine dans le cadre du suivi «Biomarqueurs».

Stabilité de la membrane lysosomale

La valeur moyenne de la période de labilisation (LP) des 10 individus analysés en 2019
est de 9,43 * 3,16. Cette valeur moyenne de LP est inférieure a ’EAC (=10 minutes)
permettant de caractérisés les individus comme « sévérement stressés et présentant
probablement une pathologie » (Moore et al., 2006). Sur les 10 individus analysés cette
année, seul un individu présente une valeur moyenne de LP supérieure a 'EAC (17,5 min %
2,89) [Figure 9 ; Figure 10]. A noter que la valeur moyenne obtenue en 2019 est relativement
proche de celles observées chez des flets provenant de sites pollués (Broeg et al., 1999,
Barsiené et al, 2006).
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Figure 9 : Stabilité de la membrane lysosomale mesurée chez des flets en 2019 (moyenne).

16|



LMS
25

N
o

[any
[¥,]

® male

® femelle

,_\
o
HO0-H
]
—o—

Période de labilisation (minutes)

(6]
—0—
—

individu

Figure 10 : Stabilité de la membrane lysosomale mesurée chez des flets en 2019 (par individu).



CONCLUSION

De maniére globale, le niveau de réponse des marqueurs biologiques mesurés chez le flet
en 2019 est identique a celui observé les années précédentes et sont largement inférieures
a ceux obtenus il y a une dizaine d’année.

Il semble important d’insister sur quelques réponses obtenues, indiquant cependant que
'estuaire de la Seine reste un écosystéme perturbé impactant sur les individus qui y vivent.
Cette année, et pour la premiére fois depuis le début du suivi « Biomarqueurs » dans
'estuaire de la Seine, un individu méle présente une concentration plasmatique de VTG
supérieure a 'EAC. De la méme maniére, la stabilité lysosomale qui n’avait jamais été
mesurée sur des flets en estuaire de la Seine, permet de caractériser les individus péchés
cette année comme sévérement stressés. Enfin, I'indice de maturation ovocytaire semble
étre un excellent moyen d’évaluer I'impact du réchauffement climatique sur les périodes de
pontes des femelles adultes mais également sur le recrutement des flets juvéniles en
estuaire de Seine. Une analyse réguliere de ce marqueur en période pré-ovulatoire
(janvier/février) permettrait d’estimer un décalage potentiel des périodes de pontes.

Les réponses obtenues pour les autres biomarqueurs mettent en évidence I'établissement
de niveaux de base qui permettent de caractériser I'estuaire de la Seine dans son état «
normal » d’écosystéeme soumis a divers stress, notamment chimiques. L’établissement de
ces niveaux de base donne beaucoup d’intérét a une analyse de données selon I'approche
intégrée de biomarqueurs (IBR) dans la mesure il est nécessaire de parfaitement
caractériser les réponses biologiques afin d’en connaitre les variations naturelles et ainsi
d’en dégager les modifications indicatrices de perturbations. (Devin et al., 2014). L’'IBR est
une approche multi-biomarqueurs aisée a intégrer dans le cadre des politiques
environnementales et peut étre utilisée pour évaluer in situ les effets écotoxicologiques des
contaminants et pour comprendre les relations entre les biomarqueurs, mais également
entre les biomarqueurs et les niveaux de contamination. Cette méthode présente I'avantage
de fournir une synthése graphique des différentes réponses de biomarqueurs [Figure 11] et
une valeur numérique intégrant I'ensemble des réponses. La représentation graphique
apportée par I'approche IBR met en exergue une grande variabilité des profils au début du
suivi « biomarqueur » sur I'estuaire de la Seine (2016, 2017 et 2018E) caractéristique d’'un
milieu soumis a des stress multiples. On remarque une diminution de cette variabilité ces
deux derniéres années (2018 et 2019 ; prélévements de septembre) ce qui tend a montrer
une certaine homogénéisation des stress dans I'estuaire de la Seine ces deux derniéres
années. Cela montre également que le suivi régulier mis en place permet de dessiner les
niveaux de base des biomarqueurs mesurés, permettant de qualifier I'état dit « normal » de
cet écosystéme. Ainsi, dans la mise en place dans la durée du suivi « biomarqueur » il sera
possible d’estimer I'évolution de ce grand systéme estuarien : dégradation, maintien ou
restauration. Il est important de noter que les profils IBR permettent de discriminer « Eté » et
« Hiver », c’est-a-dire « période de reproduction et pré-ovulatoire» et « hors période de
reproduction » (voir année 2018). De ce fait, afin d’utiliser cet outil comme un indicateur de
contamination ponctuelle et/ou accidentelle, il parait pertinent d’établir les niveaux de base
également en période de reproduction. Enfin, en gardant a I'esprit que I'IBR synthétise les
réponses biologiques mesurées, il parait indispensable que pour le consolider et donc
I'optimiser pour son utilisation dans le cadre d’un suivi régulier il est nécessaire d’'y intégrer
régulierement des biomarqueurs pertinents et/ou discriminants (maturation ovocytaire,
stabilité lysosomale).

1/



S
T

bmk1 : Indice Hépato-Somatique / bmk2 : Activité AChE / bmk3 : Activité EROD / bmk4 : Comet %DNA Tail /

bmk5 : Taux plasmatique de VTG / bmk6 : Micronoyaux / bmk7 : Dommages Hépatiques / bmk8 : Maturation
ovocytaire.

Figure 11 : Synthése graphique de I'approche IBR menée différents biomarqueurs mesurés sur le flet
dans le cadre du suivi « biomarqueurs » en estuaire de Seine.

=
©
T



ANNEXE
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Figure 12 : Indices Gonado-Somatiques obtenus sur les différents préléevements de flets dans le cadre du
suivi « Biomarqueurs » en estuaire de Seine.
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Figure 13 : Indices Hépato-Somatiques obtenus sur les différents prélévements de flets dans le cadre du
suivi « Biomarqueurs » en estuaire de Seine.
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