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Résumé

Ifremer

Le dispositif « SELI » est mis en place depuis 2017 pour acquérir des données sur les effets biologiques
intégrateurs de la contamination chimique chez des organismes marins (poissons et bivalves). Il permet de
renseigner la base de données du Conseil International pour I'Exploration de la Mer (CIEM (ICES en anglais)),
et ainsi d’alimenter le groupe de travail ICES/BEC (Biological Effect of Contaminants) et de renseigner le
descripteur 8 de la Directive Cadre Stratégie pour le Milieu Marin (DCSMM) qui définit le Bon Etat Ecologique
comme un état ol le niveau de concentration des contaminants ne provoque pas d’effets dus a la pollution.
Le présent rapport concerne le volet SELIMANCHE 2021, c’est-a-dire la mise en oeuvre du dispositif SELI en
Manche en 2021. Des poissons plats (n=108 soles et 40 flets) ont été collectés sur le Navire Océanographique
(N/O) Cotes De La Manche du 30/08/2021 au 08/09/2021 (https://doi.org/10.17600/18001614). De plus, des
bivalves (n= 120 moules, 15 moules/station) ont été prélevés en février 2022 a 8 stations du suivi du Réseau
d’Observation de la Contamination Chimique du littoral dans la Matiere Vivante (ROCCH MV). Les
biomarqueurs suivis sont ceux listés dans I'arrété national BEE 2019 et couvrent plusieurs états et modes

d’action des contaminants : biomarqueurs de la santé générale de I'organisme (indices somatiques (e.g. RGS,
RHS), stabilité de la membrane lysosomale), biomarqueurs de génotoxicité (cassures de brins de I’ADN (test
des cometes) et micronoyaux), biomarqueur de neurotoxicité (AChE), biomarqueur d’exposition aux HAP
(métabolites de HAP chez les poissons) ainsi que des analyses histopathologiques des gonades et du foie. Les
contaminants suivis sont des contaminants organiques hydrophobes (historiques et d’intérét émergent :
PCB, PBDE, HBCDD, PFAS et pesticides organochlorés (OCP)) et des éléments traces métalliques susceptibles
de s’accumuler dans les organismes et/ou de s’amplifier dans les réseaux trophiques. L’ensemble de ces
analyses permet d’évaluer : 1) les réponses biologiques observées chez les organismes marins (poissons plats,
bivalves) 2) le niveau d’imprégnation des organismes marins (poissons plats, bivalves) par les contaminants
chimiques, et a moyen-terme : 3) si les réponses biologiques observées peuvent étre associées a I'exposition
a un stress chimique dans des zones de pressions anthropiques variées ? Le présent rapport est organisé selon
un niveau d’intégration croissant : il commence par décrire chaque biomarqueur et chaque famille de
contaminants individuellement, puis des représentations intégrées sont proposées pour avoir une vision de
plus en plus globale de la contamination chimique et de ses effets en baies de Seine et Somme en 2021.
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1 Introduction - Dispositif SELI

1.1 La DCSMM

La Directive Cadre Stratégique pour le Milieu Marin (DCSMM 2017/848/EU) établit un cadre d’action
communautaire dans le domaine de la politique pour le milieu marin et conduit chaque Etat membre 3
élaborer une stratégie en vue de I'atteinte ou du maintien du Bon Etat Ecologique (BEE). Parmi la liste des
descripteurs qui permettent de qualifier I'état écologique des eaux, le descripteur 8 concerne les
contaminants chimiques et leurs effets sur les organismes marins. La définition du BEE et le Programme de
Surveillance (PdS) de la DCSMM ont fait I'objet d’arrétés francgais publiés en 2019 et 2015 respectivement,
qui précisent les marqueurs biologiques pertinents et les substances chimiques a suivre pour évaluer
I'atteinte ou non du BEE. Les biomarqueurs et les contaminants listés dans ces arrétés se basent notamment
sur les indicateurs communs définis par les conventions des mers régionales (OSPAR et Barcelone), et de plus
pour les substances, la Directive cadre sur I'Eau (DCE 2013/39/EU). Les programmes de surveillance du

deuxieme cycle de la DCSMM sont intégrés dans le dispositif de suivi des documents stratégiques de facade
adoptés fin 2021.

1.2 Campagnes « SELI »

Le bon état écologique selon le D8 est atteint quand le niveau de concentration des contaminants ne
provoque pas d’effets dus a la pollution. Il est défini par 4 criteres dont le 2 qui évalue si « Les caractéristiques
liées a la santé des especes et a |'état des habitats ne subissent pas d'effets néfastes dus aux contaminants,
notamment des effets cumulatifs et synergiques ». Le dispositif de Suivi des Effets bioLogiques Induits (SELI)
est mis en place depuis 2017 pour acquérir des données sur les effets biologiques intégrateurs de la
contamination chimique chez des organismes marins (poissons et bivalves) et permettre I'évaluation du BEE
selon le critere D8C2. Il se décline en 2 sous-dispositifs, chacun réalisé tous les 3 ans (deux fois par cycle de
6 ans):

https ://campagnes.flotteoceanographique.fr/series/285/; doi : 10.18142/285) :

e SELILOIRE : suivi des effets de la contamination chez les soles (Solea solea) et les moules (Mytilus edulis)
dans les baies de Loire et de Vilaine (2017, 2020).

e  SELISEINE/SELIMANCHE : suivi des effets de la contamination chez les soles (Solea solea), les flets
(Platichthys flesus) et les moules (Mytilus edulis) de la baie de Seine (2018, 2021).

Par souci de synthese, il est fait référence au récent rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024) pour les

parties déja détaillées dans ce dernier.

1.3 Espeéces suivies au cours des SELI

Les especes de poissons plats et de moules suivies dans le cadre des SELI correspondent aux espéces

sentinelles de chaque sous-région et aux espéces recommandées par les conventions de mers régionales :

e La sole commune, Solea solea, espéce d’intérét économique important en Atlantique, déja étudiée dans
plusieurs programmes nationaux de recherche et de surveillance visant notamment a estimer les stocks,
étudier les traits d’histoire de vie, la migration, le réseau trophique (e.g. Laffargue et al., 2006, Le Pape et
al., 2013, Lecomte et al., 2020, Champagnat et al., 2021), et le niveau de contamination chimique de la
sole (e.g. Wessel et al., 2010, Munschy et al., 2011, Ballutaud et al., 2019, Mounier et al., 2020).
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o Le flet, Platichthys flesus, I'une des espéces sentinelles recommandées par OSPAR pour la biosurveillance
du milieu marin (e.g. Cuevas et al., 2015, Burgeot et al., 2017, Hylland et al., 2017, Laurent et al., 2023).
e Les moules (principalement Mytilus edulis sur les zones ciblées par les SELI en Atlantique) sont analysées
pour le suivi de la contamination chimique historique et émergente, notamment dans le cadre du Réseau
d’Observation de la Contamination Chimique du littoral dans la Matiere Vivante (ROCCH MV) (e.g. Briant
et al., 2017, Chiffoleau, 2017, Araujo et al., 2021, Sussarellu et al., 2022). Les moules utilisées dans le
cadre des SELI sont prélevées sur des stations ROCCH MV afin de bénéficier de la connaissance du site,
des analyses de contaminants et des efforts d’échantillonnage mis en ceuvre par le ROCCH MV.
La stratégie d’échantillonnage a pris en compte l'influence possible de plusieurs facteurs biotiques
confondants, i.e. des facteurs qui peuvent avoir un effet sur les réponses des biomarqueurs sélectionnés et
sur les niveaux d’'imprégnation des organismes par les contaminants chimiques, tels que I'dge des individus.
L’objectif était de gagner en précision et sensibilité sur I'analyse des variabilités spatio-temporelles. Pour
cela, des poissons adultes entre 22 et 30 cm (pour cibler des individus d’age similaire, appartenant aux
groupes d’age 2 et 3 ans) sont prélevés en dehors de leur période de reproduction. Mais les réalités du
terrain ont conduit a des ajustements décrits ci-apres.

1.4 Analyses des SELI

Le dispositif SELI permet de mesurer simultanément des effets biologiques et des concentrations en
contaminants organiques et inorganiques chez des organismes marins. Les biomarqueurs suivis renseignent
sur 1) I'état de santé général de I'organisme (intégrité des lysosomes, indice gonado-somatique GSI et
hépato-somatique HSI, pathologies hépatiques), 2) le niveau d’atteinte génotoxique (cassures de brins de
I’ADN et micronoyaux), 3) les effets reprotoxiques (pathologie des gonades), 4) les effets neurotoxiques
(inhibition de I’activité acétylcholine estérase) (Tableau 1). Ces biomarqueurs sont décrits en Annexe 1 du
rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024). Le niveau de contamination chimique des individus par
certains contaminants organiques hydrophobes (PCB, PBDE, HCBDD, PFAS et pesticides organochlorés,
analysés par chromatographie gazeuse ou liquide couplée a la spectrométrie de masse), et des éléments
traces métalliques (ETM, les 3 métaux toxiques, indicateurs communs d’OSPAR : Hg, Cd, Pb, et d’autres
éléments : Ag, As, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Sb, Se, Sn, Tl, U, V, Zn analysés par ICP-MS, Tableau 2) sont
aussi mesurés.

1.5 Utilisation des seuils

Bien que les seuils permettent d’aider a évaluer le niveau de contamination et/ou I'ampleur des effets
biologiques observés, ils sont a considérer avec attention. Dans certains cas, faute de pouvoir disposer de
valeurs seuils spécifiques, les seuils existants sont extrapolés en dehors de leur domaine d’applicabilité (pour
un autre tissu, une autre espece, pour un autre objectif de protection...). Cela met en avant le besoin de
poursuivre les travaux de développement et de mise a jour des seuils, qui passent notamment par
I"acquisition et la transmission des données obtenues par la communauté scientifique aux différents groupes
de travail pour mutualiser les efforts et harmoniser les approches. Dans I'attente de ces développements,
plusieurs considérations sont a prendre en compte pour l'utilisation des seuils en vue de I'évaluation de la
qualité des habitats et des organismes. Elles sont décrites dans le rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al.,
2024) et les principaux choix faits pour I"analyse des SELI sont :

- Seuils et objectifs de protection. Pour I'exercice actuel, les seuils retenus sont : (1) les seuils reconnus
au niveau international avec un objectif de protection environnementale puis (2) la Background
Assessment Concentration (BAC, seuils dérivés par OSPAR) en I'absence d’autre seuil. Les questions
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sur la pertinence des seuils sont donc a considérer dans I’évaluation et pour le niveau de confiance
associé.

Seuils et espéces. Pour certains biomarqueurs ou contaminants chez certaines espéces, un seuil n’a
pas encore été développé et par défaut, des seuils obtenus pour une espece proche (e.g. limande et
sole) sont utilisés sans pouvoir évaluer les différences inter-espéces a ce stade. Dans ce rapport, ces
approximations sont faites dans I'attente de paramétres d’évaluation plus adaptés pour les espéces
modeles frangaises. Une action ciblée sur le développement de seuils sur un plus large panel
d’especes francaises permettra de limiter les incertitudes liées aux approximations.

Seuils et tissus. Dans ce rapport, des approximations sont faites notamment pour les concentrations
en contaminants dans |'attente de parametres d’évaluation plus adaptés qui prennent en compte
I’'organotropisme, e.g. le seuil pour le mercure (NQE) se rapporte a I'organisme entier et il est
comparé a une valeur mesurée dans le muscle qui est considéré proche.
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Tableau 1- Biomarqueurs suivis dans le cadre des campagnes SELI et seuils associés.

Biomarqueur Type de Mode d’action? Pertinence ecologique? SELIMANC Seuils d'interprétation disponibles 3
contaminants? HE
Pois. Moule Poisson Moule
Pathologie externe Non spécifique Altération tissulaire Elevée (malformation X Limande : EAC en fonction du sexe Non suivi chez la moule
et maladie (histo- possiblement induisant un et des pathol. observées.
Indice de pathologie pathologie, mauvais fonctionnement de  x Limande : EAC = FDImoy > 2 Non suivi chez la moule
hépatique immunologie, effets I'individu)

combinés sur le
systeme immunitaire)
Indice de pathologie Perturbateurs Reprotoxicité, Tres élevée (lié ala X Aucun Non suivi chez la moule
gonadique endocriniens altération tissulaire reproduction et mesuré sur un
haut niveau organisationnel
jusqu’a la population)

Test des cometes Clastogénes, Génotoxicité, Modérée-élevée X X Limande : BAC =5 % Tail DNA M. edulis : BAC = 10 % Tail DNA
Test des mutagenes, mutagénotoxicité  (possiblement indicateur d’'un  x X Flet : BAC = 0,0-0,3 (sang) M. gallo. : BAC = 3,9 (sang)
micronoyaux (MN) génotoxiques effet négatif au niveau Limande : BAC = 0,5 (sang) M. edulis : BAC = 2,5 (sang ou
individuel et sur le long terme) MN %o cellules branchies) MN %o cellules
Métabolites biliaires HAP Détoxification Faible a élevée X OH-pyréne/ OH-phénanthrene : Non pertinent
HAP EAC (Morue) = 483/528 ng/g
BAC (Flet/Limande) : 16/3.7 ng/mL

Inhibition de I'Acetyl- Neurotoxiques e.g. Neurotoxique, Elevée (peut conduire a des X Flet : EAC/BAC = 165/235 M. edulis : EAC/BAC = 21/30
cholinestérase pesticides organo- comportement, effets au niveau individuel) nmol/min /mg protéine (muscle) nmol/min /mg protéine (branchies)
(AChE) phosphates et fitness, survie, Limande : EAC/BAC = 105/150 M. gallo. : EAC = 20/29 nmol/min

carbamates reproduction nmol/min /mg protéine (muscle) /mg protéine (branchies)
Stabilité de la Non spécifique Détoxification, Modérée (lié a plusieurs X X Ttes espéces : EAC = 10 min (cytochimie)
membrane régulation interne, fonctions physiologiques) Ttes especes : EAC = 50 min (Temps de rétention du rouge neutre).
lysosomale (LMS) fonction immunitaire

1 (Dallas and Jha, 2015); 2EU (WFD), in prep ; 3(Davies and Vethaak, 2012). FDI : Fish Disease Index
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Tableau 2 — Contaminants chimiques suivis dans le cadre des campagnes SELI et seuils associés : les « seuils considérés » sont le méme pour les poissons et les moules mais ils

sont adaptés a chacun des groupes d’espéces %3,

HAP

PCB

Pesticides organochlorés

PFAS

Métaux

2 cycles : Naphtaléne
3 cycles : Anthracéne
3 cycles : Phénanthrene
4 cycles : Benzo(a)anthracene
4 cycles : Chryséne&triphenyléne
4 cycles : Fluoranthene
4 cycles : Pyréne
5 cycles : Benzo(k)fluoranthéne
5 cycles : Benzo(a)pyrene
6 cycles : Benzo(g,h,i)perylene
6 cycles : Indéno(1,2,3-cd)pyrene
CB28
CB52
CB101
CB118
CB138
CB153
CB180
DDT

HCH

Polybromodiphényléthers PBDE (X 28, 47, 99, 100, 153 et 154)

BDE28
BDE47
BDE99
BDE100
BDE153
BDE154
PFOS
PFHxS
PFOS
PFOA
PFNA
Mercure (Hg)
Cadmium (Cd)

Plomb (Pb)

EAC
EAC
EAC
EAC
BAC
EAC
EAC
EAC
EAC
EAC
BACMed
EAC
EAC
EAC
EAC
EAC
EAC
EAC
BAC(p,p’-DDE)

EAC(lindane)

NQE(hh)
FEQG
FEQG
FEQG
FEQG
FEQG
FEQG

QS(sec.pois.)
MPC
MPC
MPC
MPC

NQE(sec.pois.)
MPC

MPC

340 pg/kg ps
290 pg/kg ps
1700 pg/kg ps
80 pg/kg ps

8,1 ug/kg ps
110 pg/kg ps
100 pg/kg ps
260 pg/kg ps
600 pg/kg ps
110 pg/kg ps
2,9 ug/kg ps

67 pg/kg pl

108 pg/kg pl
121 pg/kg pl

25 pg/kg pl

317 pg/kg pl
1585 pg/kg pl
469 pg/kg pl

0,10 pg/kg pf (foie) 4
0,63 pg/kg ps (moule)
1,1 pg/kg pf (entier)
11 pg/kg pf (foie)

0,0085 pg/kg pf (muscle) 0,0085 pg/kg pf (muscle)

2400 pg/kg pl
880 pg/kg pl
20 pg/kg pl
20 pg/kg pl
80 pg/keg pl
80 pg/kg pl
33 ug/kg pf (entier)
0,2 pg/kg pf (muscle)
2 ug/kg pf (muscle)
0,2 pg/kg pf (muscle)
0,5 pg/kg pf (muscle)
0,02 mg/kg pf (entier)
1,0 (foie-bivalves) ; 0,05
(muscle) mg/kg pf
1,5 (foie- bivalves) ; 0,3
(muscle) mg/kg pf

310 ng/kg pf (muscle)
500 ng/kg pf (muscle)
560 ng/kg pf (muscle)
116 ng/kg pf (muscle)
1468 ng/kg pf (muscle)
7338 ng/kg pf (muscle)
2171 ng/kg pf (muscle)

9 ng/kg pf (muscle) 4

102 ng/kg pf (muscle)

11 112 ng/kg pf (muscle)
4072 ng/kg pf (muscle)
93 ng/kg pf (muscle)
93 ng/kg pf (muscle)
370 ng/kg pf (muscle)
370 ng/kg pf (muscle)
33 ug/kg pf (entier)
0,2 ug/kg pf (muscle)
2 ug/kg pf (muscle)
0,2 pg/kg pf (muscle)
0,5 pg/kg pf (muscle)
0,02 mg/kg pf (entier)
1,0 mg/kg pf (foie)

1,5 mg/kg pf (foie)

1093 ng/kg pf (muscle)
1762 ng/kg pf (muscle)
1974 ng/kg pf (muscle)
408 ng/kg pf (muscle)
5171 ng/kg pf (muscle)
25856 ng/kg pf (muscle)
7651 ng/kg pf (muscle)
33 ng/kg pf (muscle)*

359 ng/kg pf (muscle)

0,0085 pg/kg pf (muscle)
39 151 ng/kg pf (muscle)
14 355 ng/kg pf (muscle)
326 ng/kg pf (muscle)
326 ng/kg pf (muscle)
1305 ng/kg pf (muscle)
1305 ng/kg pf (muscle)
33 ug/kg pf (entier)
0,2 ug/kg pf (muscle)
2 pg/kg pf (muscle)
0,2 pg/kg pf (muscle)
0,5 pg/kg pf (muscle)
0,02 mg/kg pf (entier)
1,0 mg/kg pf (foie)

1,5 mg/kg pf (foie)

340 pg/kg ps
290 pg/kg ps
1700 pg/kg ps
80 pg/kg ps
8,1 ug/kg ps
110 ug/kg ps
100 ug/kg ps
260 pg/kg ps
600 pg/kg ps
110 pg/kg ps
2,9 ug/kg ps
5,6 ug/kg ps
9,0 pg/kg ps
1 pg/kg ps
2,1 ug/kg ps
24,5 pg/kg ps
132,4 ug/kg ps
39,2 ug/kg ps
0,63 pg/kg ps

1,1 ug/kg pf (entier)>

Non applicable

200,5 pg/kg ps
73,5 pg/kg ps
1,7 ug/kg ps
1,7 ug/kg ps
6,7 pg/kg ps
6,7 ug/kg ps
201 pg/kg ps

0,122 mg/kg ps (entier)
6098 ug/kg ps

9146 pg/kg ps
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ps : poids sec ; pf : poids frais ; pl : poids lipidique, hh : human health

1| e « seuil considéré » est celui indiqué dans les directives ou dans les recommandations OSPAR pour le biote ; il doit ensuite étre ajusté a I'espéce ou taxon et au tissu selon si le contaminant est

lipophile ou non.

2 e « seuil sole (poisson maigre) » et le « seuil flet (poisson maigre) » est le seuil dérivé pour chaque espéce, 2 poissons maigres, a partir du « seuil considéré » :

1) pour les contaminants lipophiles :
lere étape (pl) : le « seuil considéré » est exprimé soit en pl (EAC PBC et FEQG PBDE), soit en pf ((N)QE PBDE). Dans ce dernier cas (pf), le seuil est converti en pl pour un poisson théorique
ayant un taux de lipides de 5% (x 20).
2eme étape nécessaire pour les poissons maigres comme la sole (<3 % lipides) : les seuils en pl de la lere étape sont convertis en pf avec le taux de lipide moyen de I’espece (0,46 % pf dans
le muscle de sole et 1,63% pf dans le muscle de flet, données SELIMANCHE 21) ; le contaminant est évalué en pf (dans le muscle).

2) pour les contaminants non lipophiles (métaux, PFAS) : les « seuils considérés » sont exprimés en pf et utilisés en pf.

3 Le « seuil moule (ps) » est le seuil dérivé pour la moule a partir du « seuil considéré » ; le taux d’humidité des bivalves étant variable dans le temps, les concentrations dans les bivalves sont évaluées

en ps. Si le «seuil considéré » est en pl ou pf, il est ensuite converti en ps avec les taux d’humidité et de lipide moyen de l'espece (M. edulis: 1.4 % pl 16.4% pf:
https://dome.ices.dk/ohat/trDocuments/2024/help ac basis conversion.html).

4Le BACdu p,p’-DDE pour les poissons a été élaboré en utilisant des concentrations hépatiques présentant une teneur « élevée » en lipides hépatiques et s’applique uniquement a des concentrations
musculaires ou hépatiques ou le poids lipidique typique des tissus de I'espéce est > 3 %. Pour SELIMANCHE 2021, il est donné a titre indicatif car il n’est pas directement applicable pour les poissons
« maigres ».

5L’EAC du lindane pour les bivalves est non compatible avec LOQ actuelles (EAC<3*LOQ)

EAC, FEQG et BAC : Environmental Assessment Criteria, Federal Environmental Quality Guideline (seuils du Canadian Environmental Protection Act, 1999utilisés comme EAC) and Background
Assessment Concentration dérivés par OSPAR : https://dome.ices.dk/ohat/trDocuments/2024/help ac biota contaminants.html#Introduction

MPC : Maximum Permissible Concentration dérivée dans les normes sanitaires : https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32023R0915 (REGLEMENT (UE) 2023/915 DE LA
COMMISSION du 25 avril 2023 concernant les teneurs maximales pour certains contaminants dans les denrées alimentaires et abrogeant le réglement (CE) no 1881/2006)

(N)QE : (Norme) de Qualité Environmentale dérivée dans le cadre DCE : https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:02008L0105-20130913 (DIRECTIVE 2008/105/EC OF THE
EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL of 16 December 2008 on environmental quality standards in the field of water policy, amended by the Directive 2013/39/EU of the European
Parliament and of the Council of 12 August 2013)
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Objectifs
L’objectif des campagnes SELI est d’évaluer :

1. Lesréponses biologiques observées chez les organismes marins (poissons plats, bivalves),
2. Le niveau d’'imprégnation de ces organismes marins a la contamination chimique,
3. Larelation entre réponses biologiques et exposition a un stress chimique.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Echantillonnage

2.1.1 Collecte et dissection des poissons plats

La campagne de péche de poissons a eu lieu du 30 Ao(t au 8 Septembre 2021 sur le Navire Océanographique
(N/O) Cote de la Manche. Les espéces de poissons sélectionnées étaient : la sole commune, Solea solea et le
flet, Platichthys flesus. Un chalut a perche — chalut déployé lors des campagnes Orhago (Observation des
Ressources HAlieutiques benthiques du GOlfe de Gascogne, https://doi.org/10.18142/23) — a été utilisé. La
durée des traits de chalutage était de 20 min maximum (voir moins lorsque les fonds étaient vaseux) pour

augmenter les chances de récupérer le poisson vivant. La zone de péche prospectée a couvert les 5 stations
visées : Z1, Z5, Z6 en baie de Seine et BS1 et BS2 en baie de Somme (Figure 1, Tableau 3). Cent huit (108)
soles et 40 flets ont été collectés.

Théoriquement, un seul sexe (les males) était ciblé pour limiter I'influence de facteurs biotiques confondants
sur les réponses des marqueurs sélectionnés, notamment pendant la période de reproduction / ponte. Mais
il a été nécessaire d’inclure des femelles par manque d’individus males capturés. Les précédentes missions
SELI, toutes déployées en dehors de la période de reproduction et ciblant des individus de moins de 3 ans,
n’ont pas mis en avant de différences des réponses entre males et femelles. Nous continuerons cependant a
évaluer 'effet du sexe sur les réponses des biomarqueurs et les concentrations en contaminants au fur et a
mesure des SELI pour s’assurer que la combinaison des males et des femelles dans I’échantillonnage
n’apporte pas un biais important.

La Commission Nationale Flotte Cotiere (CNFC), qui a octroyé les jours de mer pour la campagne
SELIMANCHE, a demandé « de prévenir la communauté scientifique susceptible d'étre intéressée par de tels
échantillons afin de minimiser I'impact du chalutage scientifique pour une seule campagne de prélévement
ne visant que 2 espéces de téléostéens ». Dans cet effort, I’échantillonnage a été optimisé en prélevant des
organismes présents dans les traits pour différents projets :

e |’évaluation des niveaux et profils de contaminants d’intérét émergent (composés per- et
polyfluoroalkylés -PFAS, retardateurs de flamme alternatifs) dans les réseaux trophiques du bar
commun (Dicentrarchus labrax) et de la sole commune (Solea solea) et détermination du facteur de
bioamplification trophique (TMF) des contaminants d’intérét émergent détectés. Responsable : Yann
Aminot, Ifremer Nantes/CCEM. => Prélévements effectués : soles, gobies, bivalves, crabes.

e Des prélevements supplémentaires, au large de I'estuaire de la Seine, ont été faits dans le cadre du
projet TERATROPH (Univ. Nantes & Ifremer Nantes/CCEM) et notamment dans le cadre de la thése
de Julie Rétif, intitulée « Distribution des terres rares dans les réseaux trophiques des écosystemes
estuariens » et soutenue en Juin 2024. L'objectif de la thése et du projet étaient d’évaluer les
concentrations en Terres Rares (REE) dans les différents compartiments du milieu estuarien
(sédiment/eau/biote), puis de comparer deux estuaires majeurs métropolitains (Loire vs Seine).
Responsable : Nicolas Briant, Ifremer Nantes/CCEM. => Prélévements effectués: soles, vives,
crépidules.

e Développement d’un protocole de mesure de la longueur des télomeéres pour I’évaluation des effets
génotoxiques de la contamination chimique. Responsable : Farida Akcha, Ifremer Nantes/CCEM. =>
Prélevements effectués : soles juvéniles et adultes.

e Suivi des ratios isotopiques du carbone et de I'azote (traceurs trophiques), de la densité énergétique
et des teneurs en certains nutriments (oligo-éléments) dans différentes espéces proies de phoques
gris et veaux marins en Baie de Somme et Baie de Seine, en soutien aux projets concernant I'écologie
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alimentaire de ces mammiferes marins en Manche. Responsable : Tiphaine Chouvelon, Observatoire
Pelagis, UAR La Rochelle Université/CNRS. => Préléevements effectués : plies, flets, limandes, soles
poles, petites soles jaunes, barbues, turbots, arnoglosses, tacauds, dragonnets, grandes vives, petites
vives, lancons, calamars.

T
Campagnes Séliseine et Sélimanche
0 10 20km Pag

|| -,

® Stations moules
—— Traits sélimanche 2021
Traits séliseine 2018

Zones échantillonnées suivant I'année

[ 2018 & 2021

7 =g

Ouistreham
Sources des données : Ifremer

Systéme de coordonnées : WGS 84 / Pseudo Mercator
Date de réalisation : 07/2024

1°0'0 0°0’ 1°0'E
1 I 1

Figure 1 - Localisation des 5 stations d’échantillonnage de poissons plats (soles et flets), des 8 stations
d’échantillonnage de moules de la campagne SELIMANCHE 2021. En Baie de Seine, les stations poissons sont notées de
S1 a S6 sur la figure et correspondent aux stations Z1 a Z6 dans le texte.
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Tableau 3 — Nombre d’individus prélevés par station et utilisés pour I'analyse des parameétres biologiques (Biomarqueurs) et des contaminants chimiques (Organiques et
Inorganiques dans le cadre de la campagne SELIMANCHE 2021. Des précisions sur les conditions de prélévement sont indiqués en commentaires.
Station Date Latitude LongitudeNb Biomarqueurs® Contam. orga. Contam. inorga. Commentaires

Traits NSole N Flet N Sole NFlet N Sole N Flet
chalut (M/F) (M/F)  (M/F) (M/F) (M/F) (M/F)

Z1 31/8/202149,4765 -0,0632 7 20 20 5(4/1) 5 5(4/1) 5(5/0) Une quarantaine de soles a été péchée en 3 traits. Les 4 derniers traits ont été
7/9/2021 (8/12) (14/6) (5/0) effectués pour atteindre 20 flets. Chargement de sable sur le dernier trait 14h-
14h12.

Points de la zone a vérifier. Les points Est de la zone dans CINNA donnaient dans le
port du Havre. Zones prospectées : milieu Nord de la zone.
Z5 5/9/2021 49,3372 -0,3449 4 20 5(2/3) 5(2/3) Les trois 1°" traits (2 dans le NE de la zone puis 1 dans le NO) étaient pleins de
(5/15) sable/coquilles écrasées. Des soles ont néanmoins été prélevées (notamment 8 en
1 trait dans NE de la zone mais avec bcp de coquilles). Changement de zone vers
I'Est, devant la Dives (plutot que devant I’Orne) => chalut propre et 15 soles dans la
gamme de taille.

26 6/9/2021 49,6464 0,01029 6 20 5(3/2) Le premier trait a été ouvert a la mer car trop plein de vase. Les 20 soles a la taille
(9/11) ont été péchées en 2 traits (traits n°2 et 3). NO de la zone : soles et pas de vase, NE
de la zone : vase/coquilles, milieu/Sud : pas de soles, chaussette du chalut enlevée.

BS1 1/9/2021 50,1473 1,1638 7 25 5(2/3) 15 Deux des 7 traits étaient pleins de sable (les derniers du 1/9/2021).
(large) 2/9/2021 (5/20) (3/12) Pour avoir 20 soles a la taille et avec otolithes : cing soles ont été disséquées en

plus. Le 1/9/2021 : les otolithes n’avaient pas pu étre prélevés entiers chez 2 soles
+ 4 soles du 1/9/2021 faisaient <22cm.

BS2 2/9/2021 50,1497 1,3663 10 23 20 5(3/2) 5 10 5(5/0) Les 23 soles (22-30 cm) ont été péchées en 6 traits. Les 4 autres traits ont été
(c6te) 3/9/2021 (5/18) (16/4) (5/0) (5/5) effectués pour atteindre 20 flets. Pas de probléme de chalut compliqué (sable,
coquilles....).

Pour avoir 20 soles a la taille et avec otolithes : trois soles ont été disséquées en
plus. Le 2/9/2021 : les otolithes n’avaient pas pu étre prélevés entiers chez 1 sole +
2 soles faisaient <22cm.

Tot 34 108 40 20 10 40 10

SELI (32/76) (30/10) (17/9) (10/0) (17/23) (10/0)

M : males, F : femelles

1’ensemble des poissons péchés était destiné a I'analyse de biomarqueurs, mais certaines analyses n’ont pu étre effectuées pour des raisons décrites ci-aprés (souvent trop peu de tissu), ce qui peut

conduire a des n pour les analyses de biomarqueurs inférieurs au nombre de poisson péchés.
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Une fois péchés et triés, les poissons sont observés pour détecter la présence de pathologies externes. lls

sont ensuite pesés (poids totaux et éviscérés), mesurés et disséqués a bord en vue de I'analyse de 6

biomarqueurs et de contaminants chimiques sélectionnés (Figure 2) :

1-

afag

Qualité

Le sang total du poisson est prélevé directement dans la veine caudale a I'aide d’une seringue héparinée.
a. Lesang total est ensuite dilué dans un milieu de congélation (milieu RPMI 1640 a 25 % de sérum
foetal de veau et 20 % de DMSO) a raison d’une goutte de sang par mL de milieu de congélation,
préalablement aliquoté dans des cryotubes. Les tubes sont ensuite stockés dans I'azote liquide
jusqu’a la réalisation du test des comeétes a Ifremer/CCEM.

b. Une goutte de sang (10 a 20 pL) est étalée sur une lame de verre préalablement nettoyée a
I'alcool. Apres avoir été séché a température ambiante, le frottis est fixé a I'éthanol absolu
pendant 20 minutes. Une fois séchées a température ambiante, les lames ont été conservées a
I’obscurité jusqu’au comptage des micronoyaux par le laboratoire Toxem.

c. Unaliquot de sang total (500 pL) est préservé dans un cryotube stocké dans I'azote liquide pour
la mesure par PCR quantitative de la longueur des téloméres a Ifremer/CCEM. Cela est réalisé
dans le cadre de la mutualisation de I'effort d’échantillonnage pour le développement d’un
nouveau biomarqueur, développement soutenu par d’autres projets que SELI.

d. Llindividu est ensuite décérébré.

La vésicule biliaire est prélevée puis conservée en cryotube dans I'azote liquide jusqu’a I'analyse des
métabolites de HAP au LPTC (UMR EPOC LPTC Université de Bordeaux).

Les individus sont sexés et les gonades sont prélevées, pesées pour le calcul du rapport gonado-
somatique (RGS = poids des gonades/poids éviscéré de I'individu*100) puis conservées individuellement
dans une cassette histologique, conservée dans le formol (formaldéhyde 4%) pendant 24 h puis
transférée dans de I'alcool a 702 afin d’arréter le processus de fixation et de préserver la qualité du tissu
jusqu’a son utilisation pour I’analyse du stade de maturité et des pathologies des gonades a I’University
of the Basque Country.

Le foie est prélevé, pesé pour le calcul du rapport hépato-somatique (RHS = poids du foie/poids éviscéré
de I'individu*100) puis divisé en 3 :

a. Une partie du foie est conservée en cassette histologique conservée dans le formol
(formaldéhyde 4%) pendant 24 h puis transférée dans de I'alcool a 702 afin d’arréter le processus
de fixation et de préserver la qualité du tissu jusqu’a son utilisation pour I'analyse de pathologies
hépatiques a I’University of the Basque Country,

b. Une partie du foie est conservée en cryotube dans I'azote liquide jusqu’a I'analyse de la stabilité
de la membrane lysosomale et différents parameétres de structure et de contenu lysosomaux
a I’University of the Basque Country,

c. Une partie du foie est conservée a -20°C dans un pilulier en verre préalablement lavé et calciné,
recouvert d’une feuille d’aluminium calcinée, jusqu’a I’analyse des éléments traces métalliques
a Ifremer/CCEM.

Une portion de muscle (~1 * 0,5 * 0,5 cm) est prélevée et conservée dans |'azote liquide pour la mesure
de l'activité AChE a Ifremer/CCEM (Ifremer).

Le poisson (avec restes, e.g. visceres) est ensuite placé dans une feuille d’aluminium calcinée, puis
conservé a -20°C jusqu’a dissection du muscle sous atmosphére contrblée a CCEM (Ifremer/Nantes)
pour I'analyse des contaminants organiques chlorés (PCB et OCP), bromés (HBCDD et PBDE) et fluorés
(PFAS) ainsi que I’analyse du Hg total dans le muscle, a Ifremer/CCEM.

Au laboratoire (CCEM, Ifremer/Nantes), les otolithes des poissons ont été prélevés pour I'ageage des
poissons par le Laboratoire Ressources Halieutiques (Ifremer/Boulogne-sur-mer) selon les procédures
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internationales en vigueur (Vitale et al., 2019) (Annexe 2 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al.,
2024)).

N

Parmi I'équipe de dissection, Farida Akcha était titulaire de I’habilitation a travailler sur animaux
vivants délivrée par I'Ecole vétérinaire de Nantes, habilitation requise pour ces dissections.

SELIMANCHE 2021: soles/flets 22-30 cm

Préparation de la paillasse : Nouvelle feuille dalu calcinée sur la planche & découper tous les poissons ET rincer a
I'eau milli-Q et a I'éthanol entre chague poisson le coin de dissection et les instruments de prélevement du foie.

Changer les lames de scalpel trés régulierement (entre chaque lot d’individus au minimum), et rincer a I'eau milli-Q et/ou
essuyer avec le papier absorbant entre les différents tissus.

-Mesure - Prise de sang avec seringue - Sexage
héparinée - Prélevement: Bile, Gonades, Foie, Otolithes
-Pesée P .
(vérifier poids Enecsishation Bile Gonade Foie Muscle Otolithes| |- Peser poisson
tot<poids evisc) ~0.5*0.5 cm I éviscéré.
y = » = Attentiona| |~ Emballer
-Examen = = casse + poisson + reste
pathologies | " Javage aeau] | gans alu calciné.
externes - Regrouper dans
1goutte l1/3 1/3 1/3 sacs par lot
1 station/jour

goutte &1‘% \
- + milieu R 'f =

@ congel

Peser pilulier foie
sans alu ni couvercle

\Ad
| Azote liquide | Air + Azote Formol Azote Azote | Air | |—20°C|
@ » Ethanol liquide liquide liquide
= - (20min) = = =
o el - £ ) % =
3 3 + Air libre | E 4 -
- — =} - =
Pathol. Comet Télomeéres Micronoyau GSl, Metab. HAP | Histo. GonadelHisto foie| LMS AChE Otolithes Contam
Ext. (LEX) (LEX) (Toxem) HSI (LPTC) (Bilbao) | (Bilbao) (Bilbao) (LEX) (Boulogne) (Co, cm)

Figure 2 — Préparation des échantillons pour I'analyse de biomarqueurs et des contaminants organiques et
inorganiques chez les poissons plats lors de la campagne SELIMANCHE 2021 (Septembre 2021). LEX, LBCM, LBCO :
Equipes d’Ecotoxicologie, de Biogéochimie des Contaminants Meétalliques et de Biogéochimie des Contaminants
Organiques de I'unité Contaminants Chimiques des Ecosystemes Marins (IFREMER/CCEM) de I'lfremer/Nantes. LPTC :
Laboratoire de Physico-ToxicoChimie des systémes naturels de I’Université de Bordeaux 1. CBET+, Bilbao : groupe de Cell
Biology in Environmental Toxicology + One Health de I’University of the Basque Country.

2.1.2 Collecte et dissection des moules

Des moules Mytilus edulis ont été collectées en méme temps que I’échantillonnage du ROCCH MV (Février
2022) sur les 8 stations prévues (15 moules/station, Figure 1).

- Berck : prélevement : 25/01/2022, dissection : 26/01/2022

- Pte St Quentin : prélévement : 25/01/2022, dissection : 26/01/2022
- Meuvaines : préléevement : 17/02/2022, dissection : 18/02/2022

- BDV: préléevement : 17/02/2022, dissection : 18/02/2022

- Varengeville : prélevement : 01/03/2022, dissection : 02/03/2022

- Antifer : prélevement : 01/03/2022, dissection : 02/03/2022

- OQOuistreham : préléevement : 01/03/2022, dissection : 02/03/2022

- Villerville : préléevement : 01/03/2022, dissection : 02/03/2022
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Les Laboratoires Environnement et Ressources IFREMER de Normandie (LERN) et de Boulogne-sur-Mer

(LERBL) ont menés les préléevements en méme temps que les prélevements du ROCCH. Les moules sont

conservées a 4°C dans I'obscurité et les LER ont pu les envoyer a Nantes le jour méme. Les moules ont été

disséquées par IFREMER/CCEM le lendemain (+1 jour) en vue de la mesure de 4 biomarqueurs sur 15 moules

par station (analyse individuelle, Figure 3) :

1-

2-

L’'hémolymphe est prélevée directement dans le muscle adducteur a I'aide d’une aiguille montée sur
une seringue préalablement rincée avec du tampon Alsever (113,7 mM glucose, 27,2 mM sodium
citrate, 58,44 mM sodium chloride, pH 6,1).

a. L’hémolymphe est ensuite récupérée dans un cryotube de 1,5 mL et conservée dans la glace jusqu’a
analyse par le test des cométes a I'unité CCEM (Ifremer). Contrairement a ce qui a été réalisé chez
les poissons, le test a été appliqué dans les 30 min suivant le prélevement, sans aucune étape
préalable de congélation.

b. Une goutte d’hémolymphe (100 uL) est placée sur une lame polylysine puis incubée 30 minutes en
chambre humide (boite Tupperware avec papier absorbant humide). L'excédent de liquide est
retiré en le laissant couler de la lame puis le frottis est fixé par un mélange éthanol/acide acétique
(3/1, v/v) pendant 20 minutes. Ensuite, la lame est séchée a température ambiante, puis conservée
jusgu’a I'analyse des micronoyaux par le laboratoire Toxem.

Une fois I’"hémolymphe prélevée, la moule est ouverte a I'aide d’un scalpel. Les branchies de chaque

individu sont prélevées a I'aide d’une pince et d’une paire de ciseaux fins. Elles sont ensuite récupérées

dans un cryotube et conservées dans I'azote liquide jusqu’a la mesure de I’activité acétylcholinestérase

a I'unité CCEM (Ifremer).

Les gonades (et une partie du manteau) sont prélevées et conservées dans une cassette histologique

plongée dans le formol (formaldéhyde 4%) pendant 24 h puis transférée dans de I'alcool a 702 afin

d’arréter le processus de fixation et de préserver la qualité du tissu jusqu’a son utilisation pour I’analyse
du stade de maturité et des pathologies des gonades a I’University of the Basque Country.

Enfin, la glande digestive est prélevée, une partie est conservée dans une cassette histologique plongée

dans le formol (formaldéhyde 4%) pendant 24 h puis transférée dans de I’alcool a 709 afin d’arréter le

processus de fixation et de préserver la qualité du tissu jusqu’a son utilisation pour I'analyse de lIésions
tissulaires et de pathologies des glandes digestives a I’University of the Basque Country.

Les concentrations en contaminants chimiques sont déterminées dans le cadre du ROCCH MV sur des pools

de > 50 moules de 45 a 55 mm (intervalle max 35 a 65 mm) par station. Les données ont été extraites de la
base de données Quadrige.
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Analyse des contaminants organiques et inorganiques sur un pool de > 50 moules de 45 a 55 mm
(intervalle max 3.5 a 65 mm) effectué dans le cadre du ROCCH

Figure 3 — Préparation des échantillons pour I’'analyse de biomarqueurs chez la moule. LEX : Equipe d’Ecotoxicologie
de I'unité Contaminants Chimiques des Ecosystéemes Marins (CCEM) de I'lfremer/ Nantes. CBET+, Bilbao : groupe de Cell
Biology in Environmental Toxicology + One Health de I’University of the Basque Country.

2.2 Analyse des biomarqueurs

2.2.1 Test des cometes sur érythrocytes de poissons plats et hémocytes de
moules

Le test des cometes a été réalisé comme précédemment décrit (Akcha et al., 2003, Akcha et al., 2004b). La
méthode est détaillée en Annexe 3 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024).

2.2.2 Micronoyaux dans les érythrocytes de poissons plats et les hémocytes de
moules

Afin de permettre un comptage semi-automatisé des micronoyaux au niveau des érythrocytes de soles et
des hémocytes de moules, les cellules ont été colorées au DAPI selon Vincent-Hubert et al. (2011). Pour cela,
les lames ont été rincées 2 fois 3 minutes dans du tampon PBS (Phosphate buffered saline) avant coloration
dans une solution de DAPI a 1 pg/mL de méthanol pendant 15 minutes a température ambiante. Aprés 3
rincages de 3 minutes dans du PBS, une lamelle a été placée sur la lame avec un liquide de montage Mowiol.
Les lames ont été gardées a I'abri de la lumiére jusqu’au comptage semi-automatisé des micronoyaux sur
5000 cellules par échantillon (lame) sur plate-forme Celllnsight CX5 HCS® (Thermo).
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2.2.3 Activité acétylcholinestérase (AChE)

L'activité acétylcholinestérase a été mesurée dans les muscles des poissons et les branchies des moules selon
le protocole Bocquene and Galgani (1998). La procédure est détaillée en en Annexe 4 du rapport SELILOIRE
2020 (Mauffret et al., 2024).

2.2.4 Métabolites de HAP dans les biles de poissons plats (HAP mono-hydroxylés
(OH-HAP))

Les concentrations en métabolites de HAP mono-hydroxylés (OH-HAP) sont mesurées dans des échantillons
de biles de poissons par extraction sur phase solide (SPE) et couplage Chromatographie en phase Liquide et
Spectrométrie de masse en tandem (LC/MSMS) selon un protocole adapté de Le D{-Lacoste (2008) décrit en
en Annexe 5 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024). Les analyses sont faites au LPTC a I’'Université
de Bordeaux.

2.2.5 Intégrité des lysosomes

L'intégrité de la membrane lysosomale a été analysée par histochimie dans les cellules de foie des poissons
selon Broeg et al. (1999) et UNEP/RAMOGE (1999) et dans les cellules de la glande digestive de moules selon
Martinez-Gomez et al. (2015). La méthode est détaillée en en Annexe 6 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret
et al., 2024).

2.2.6 Analyse histologique des tissus de poissons (foie et gonades) et de moules
(glande digestive et gonades)

Pour les analyses histo(patho)logiques, les échantillons de foie et gonades de poissons plats ainsi que de
glandes digestives et de gonades des moules ont été prélevés individuellement dans une cassette
histologique et conservés dans du formol (4% dans de I'eau de mer) pendant 24 h a 42C (Annexe 7 du rapport
SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024)). Apres fixation, les tissus ont été déshydratés par passage dans des
bains d’éthanol (702 ; 962 ; éthanol pure) puis inclus en paraffine (Leica ASP 300S ). Pour chaque échantillon,
3 sections de 5 um ont été obtenues au microtome rotatif (Leica RM 2125RTS) et colorées a
I’Hématoxyline/Eosine (H/E). Le protocole de coloration est décrit en Annexe 7 du rapport SELILOIRE 2020
(Mauffret et al., 2024). Les observations ont été réalisées a I'aide d’'un microscope optique (Nikon Eclipse
E200) a différents objectifs (4x, 10x, 20x, 40x, 100x) par le groupe de recherche CBET+ Bilbao (Cell Biology in
Environmental Toxicology+ One Health de I'University of the Basque Country).

2.2.6.1 Poissons plats : Analyses des |ésions et pathologies hépatiques

L'analyse histologique des dommages hépatiques est utilisée comme une réponse biologique intégrée de
|'état de santé général des organismes dans le cadre la surveillance des effets des contaminants chimiques.
La méthodologie et les criteres de diagnostic des dommages hépatiques ont été établis sur la base
d’expériences réalisées chez la limande et le flet, mais peuvent étre adaptés a d’autres poissons plats et aux
poissons démersaux (Davies and Vethaak, 2012). Les observations des atteintes hépatiques ont été réalisées
a I'aide d’un microscope optique. Les 28 lésions hépatiques recherchées ont été catégorisées selon les
recommandations de Feist et al. (2004) dont le détail est donné en Annexe 7 du rapport SELILOIRE 2020
(Mauffret et al., 2024) avec la correspondance des deux types de classification des Iésions utilisés pour cette
campagne par
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1) type de lésions (Davies and Vethaak, 2012): Iésions non-spécifiques (e.g. nécrose, infiltration
lymphocytaire...), non néoplasiques (e.g. polymorphisme nucléaire), pré-néoplasiques (e.g. foyer
d’altération cellulaire) et néoplasiques (e.g. tumeurs bénignes et malignes)

2) type de lésions et dommages (Costa et al., 2009) : troubles circulatoires (e.g. hémorragie) et
inflammatoires (e.g. accumulation d’agrégats mélanomacrophagiques) et des changements
régressifs (e.g. nécrose) et progressifs (e.g. vacuolisation lipidique) ainsi que des lésions
prénéoplasiques et néoplasiques.

2.2.6.2 Poissons plats : Détermination du sexe, des stades de développement et des Iésions
histopathologiques de la gonade

Stade de maturité. Pour les males, les stades de maturité sont identifiés selon Garcia-Lépez et al. (2006) :
Stade | (spermatogenése précoce) ; Stade Il (spermatogenése) ; Stade Il (spermatogenese tardive) ; Stade IV
(maturité) ; Stade V (Récupération). Pour les femelles, les stades de maturité ont été identifiés selon Murua
and Motos (2006) : Stade | (croissance) ; Stade Il (vitellogénése précoce) ; Stage Il (vitellogénéese tardive) ;
Stage IV (maturité). Les caractéristiques de chaque stade sont décrites en Annexe 7 du rapport SELILOIRE
2020 (Mauffret et al., 2024).

Histopathologie. L’analyse histologique des pathologies est principalement basée sur les recommandations
de ICES (1997) et du programme BEQUALM (www.bequalm.org) et les recherches publiées par Blazer (2002)
utilisées comme guide pour l'identification de Iésions de la gonade décrites chez la sole. L'analyse de
I'intersex est décrite en Annexe 8 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024). De méme que pour le
foie, les lIésions identifiées dans la gonade peuvent étre classées par type de dommage avec des troubles
circulatoires (e.g. hyperémie) et inflammatoires (e.g. infiltration de lymphocytes), et des changements
régressifs (e.g. atrésie) et progressifs (e.g. accumulation de lipides dans I'ovocyte).

2.2.6.3 Poissons plats : Prévalences (%) des pathologies hépatiques et de la gonade identifiées
et indices histopathologiques

La prévalence de chacune des pathologies identifiées est calculée comme le pourcentage d’individus d’un
méme site d’échantillonnage montrant cette pathologie. Dans le cas des gonades, les prévalences sont
calculées pour chaque genre (Male/Femelle).

Nb. d'individus présentant cette pathologie

P l %) = 100
revalence (%) Nb. total d’individus analysés i

Deux indices histopathologiques semi-quantitatifs sont calculés pour chaque individu :

1) selon la classification et les notes de gravité de chaque lésion indiquées par Davies and Vethaak
(2012). Dans ce premier cas, la note de gravité totale individuelle correspond a la somme des notes
de gravité de toutes les Iésions identifiées, et ne prend pas en compte le degré de dissémination
observé pour chaque lésion. L'indice correspond a la moyenne des notes de gravité individuelle.

2) le deuxiéme indice est calculé par organe (et par sexe dans le cas des gonades) selon Bernet et al.
(1999) adaptée par Costa et al. (2009). Il prend en compte la note de gravité de chaque lésion
identifiée ainsi que le degré de dissémination observé (mesure semi-quantificative évaluée de 0, 2,
4 et 6). Un indice total individuel est calculé par la somme des indices de tous les organes analysés
(ici, le foie et la gonade) :
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J
Iy = Zl W;iQjp

w;j: note de gravité de la pathologie j déterminée selon I'importance pathologique de la
[ésion: (1) minimale; (2) modérée and (3) sévere.

ajn: score donné a la pathologie j identifié chez I'individu h. Les scores sont classifiés de 0
a 6 selon le degré de diffusion de la lésion (0 : absence ; 6 : diffusion élevée).

2.2.6.4 Moules : Détermination du stade de maturité

Le sex-ratio et stades de développement gonadique sont déterminés chez la moule par examen histologique
selon Kim et al. (2006), adapté par Ortiz Ortiz-Zarragoitia et al. (2011a).

L'analyse histo(patho)logique des échantillons de gonades est réalisée au microscope optique pour la
détermination du sexe, du stade de développement de la gonade, et la recherche de Iésions
histopathologiques. Les stades de développement des gonades chez la moule sont déterminés selon Kim et
al. (2006): Stade | (stade de repos, inactif ou non-différencié) ; Stade Il (gamétogénese précoce) ; Stade Il
(gamétogénese avancée) ; Stade IV (maturation) ; Stade V (ponte) ; Stade VI (période de post-ponte).

2.2.6.5 Moules : Analyses des lésions histopathologiques et infections parasitaires de la glande
digestive et de la gonade

Les observations des lésions histopathologiques et I'identification de parasites dans les échantillons de
glande digestive et de gonades chez la moule sont réalisées a I'aide d’un microscope optique selon Bignell et
al. (2008). La liste des 25 différentes pathologies et parasites recherchés chez la moule est présentée en
Annexe 7 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024). Pour chaque lésion et chaque parasite, la
proportion d’individus présentant la pathologie (en %) est calculée pour chaque site.

Dans le cas de 'atrésie au niveau des gonades (go) femelles, un indice semi-quantitatif (ATS(go)) est calculé

en 4 stades, selon la proportion d’oocytes atrétiques identifiés dans I’échantillon : (0) absence d’oocytes
astrésiques, (1) 0 a 25% des oocytes affectés, (2) 25 a 50%, (3) 50 a 75% et (4) 75% a 100% des oocytes
affectés.

Enfin, au niveau de la glande digestive (gd) des moules, I'analyse histologique de I'intégrité des tissus sert
d’indicateur d’exposition a un stress chimique (Marigdmez et al., 2006, Garmendia et al., 2011, Benito et al.,
2017). Trois indices sont calculés : I'indice cellulaire adipogranulaire (ADG), I'indice d’atrophie et I'indice
semi-quantitatif d’intégrité de la glande digestive (Connective Tissue Index, CTD).

- Llindice cellulaire adipogranulaire (ADG(gd)) sert d’indicateur de matiere énergétique de réserve

dans le manteau, il informe sur la stratégie métabolique liée a la reproduction et aux changements
bioénergétiques saisonniers (Bignell et al., 2008). Il est mesuré selon la classification de Bignell et al.
(2008) : (0) Aucune cellule adipogranulaire apparente dans le tissu conjonctif vésiculeux ; (1) Les
cellules adipogranulaire peuvent étre vues, mais elles semblent rares ; (2) Les cellules
adipogranulaire apparaissent dispersées dans le tissu du manteau ; (3) Il y a une augmentation
marquée de I'abondance des cellules adipogranulaire et certaines zones peuvent ne pas sembler
montrer une cohérence absolue ; (4) Les cellules adipogranulaire peuvent étre considérées comme
constituant la majorité du volume du tissu conjonctif.

- Lindice d’atrophie mesure I'amincissement épithélial des alvéoles digestives des moules et sert

d’indicateur de stress général de Kim et al. (2006), (Garmendia et al., 2011). Il est mesuré selon la
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classification de Kim et al. (2006) : (0) Diverticules digestifs normaux avec une lumiére presque
obstruée ; (1) Co-occurrence de tubules normaux et partiellement atrophiés d’épaisseur
d’épithélium supérieure a la moitié de la normale ; (2) Epaisseur de I'épithélium digestif équivalente
a la moitié de I'épaisseur normale ; (3) Tubules significativement atrophiés avec un épithélium
digestif inférieur a la moitié de I'épaisseur normale ; (4) Epithélium digestif extrémement mince,
presque tous les tubules affectés.

- Lindice semi-quantitatif d’intégrité de la glande digestive (Connective Tissue Index CTD(gd)) évalue

la densité des alvéoles digestives par rapport au tissu conjonctif interstitiel. Il est défini selon 4 scores
: (1) La majorité du tissu de la glande digestive présente une densité élevée d’alvéoles digestives
presque sans tissu conjonctif interstitiel visible ; (2) La majorité du tissu de la glande digestive
présente une densité élevée d’alvéoles digestives, le tissu conjonctif interstitiel est visible, mais la
distance entre les alvéoles digestives reste plus courte que le rayon alvéolaire moyen ; (3) Les parties
du tissu de la glande digestive présentent une densité d’alvéoles digestives plus faible et la distance
entre les alvéoles est similaire ou supérieure au rayon alvéolaire moyen ; (4) La majorité du tissu de
la glande digestive présente une faible densité d’alvéoles digestives et la distance entre les alvéoles
est similaire ou supérieure au rayon alvéolaire moyen.

2.3 Analyses des contaminants chimiques chez les poissons plats

Les contaminants sont analysés sur une sélection de 30 ou 50 individus selon la famille de contaminants :

- Les 30 premiersindividus sélectionnés pour I'analyse de contaminants organiques et ETM sont d’ages
similaires (2 ans préférentiellement + individus de 1 an pour arriver a 5 individus d’'une espéce par
station) et avec des indices de condition similaires (RGS, RHS et Fulton). Les soles de 2 ans sont
sélectionnées, ce n’est pas I'age majoritairement observé pendant SELIMANCHE 2021 mais c’est I'age
le plus retrouvé a I'échelle des campagnes SELILOIRE2020 et SELIMANCHE 2021, il a donc été choisi
pour faciliter les comparaisons entre campagnes. Cette sélection correspond a :

o 20soles (11 males (10de 2 ans et 1 de 1 an) et 9 femelles (7 de 2 ans et 2 de 1 an))
o 10 flets (10 males, 6 de 2 ans et 4 de 1 an).

- Les 20 individus supplémentaires sélectionnés sont des soles présentant une gamme d’age plus large
que la 1ére sélection pour tester I'effet de I'age sur les concentrations en ETM chez les soles :

o 20soles (14 femellesde 1 a5 ans et 6 males de 1 a 13 ans), prélevées sur BS1 (11 soles), BS2
(4 soles) et 26 (6 soles) qui sont les 3 stations présentant une gamme d’age particulierement
étendue.

Ainsi, le muscle de 50 poissons (40 soles et 10 flets) a été disséqué sous atmosphere contrélée pour I'analyse
du Hg, et I'analyse de contaminants organiques pour 30 de ces poissons (20 soles et 10 flets). Les ETM (hors
Hg) ont été analysés dans le foie des 50 poissons pour lesquels les concentrations en Hg ont été mesurées
dans le muscle.

2.3.1 Contaminants organiques dans les muscles de poissons

Les contaminants organiques ciblés (Tableau 2) ont été analysés selon différents protocoles décrits dans
Munschy et al. (2016) pour les PCB, Munschy et al. (2017) pour les PBDE, Munschy et al. (2020) pour les
HBCDD et Munschy et al. (2019) pour les PFAS. Les techniques de détection et de quantification par dilution
isotopique sont la CPG-SMHR et la LC/MSMS. Les méthodes analytiques sont brievement décrites en Annexe
9 du rapport SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024) et les QA/QC mises a jour en Annexe 1 de ce rapport.
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2.3.2 Mercure dans les muscles de poissons

Le mercure (Hg) est un élément non-essentiel pour les organismes vivants (sans role biologique connu) et
constitue un indicateur commun d’OSPAR. Les concentrations en Hg total dans les muscles de soles ont été
déterminées par spectrométrie d’absorption atomique avec amalgamation sur un piege d’or (Advanced
Mercury Analyser AMA-254, Altec Ltd.), suivant une méthode interne appliquée au laboratoire Ifremer CCEM
et adaptée de Cossa et al. (2002). Cette méthode est détaillée en Annexe 10 du rapport SELILOIRE 2020
(Mauffret et al., 2024).

2.3.3 Contaminants inorganiques dans les foies de poissons

Les contaminants inorganiques (éléments traces métalliques, ETM) recherchés dans les foies de poissons
incluent des éléments non-essentiels pour les bivalves et les poissons et/ou ayant une toxicité
particulierement élevée chez les bivalves et les poissons : le cadmium (Cd) et le plomb (Pb) (les deux autres
indicateurs communs d’OSPAR avec le Hg), I'argent (Ag) ainsi que des éléments essentiels tels que le chrome
(Cr), le nickel (Ni), le cuivre (Cu), le zinc (Zn). Les concentrations en ETM ciblés dans les foies de poissons (au
total, 19 éléments qui viennent s’ajouter au Hg dans le muscle : Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb,
Sb, Se, Sn, Tl, U, V, Zn) ont été déterminées par spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (ICP-
MS, modele ICAP-Qc de ThermoFisher), aprés minéralisation des échantillons par voie humide et acide
assistée par micro-ondes (ETHOS-UP, Milestone), suivant une méthode interne multi-élémentaire adaptée
de la méthode ANSES/LSAliments/LSA-INS-0084 (ex ANSES CIME 08) et détaillée Annexe 10 du rapport
SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024) et les QA/QC mises a jour en Annexe 2.

2.4 Analyses des contaminants chimiques chez la moule

Les analyses des contaminants chez les moules ont été faites dans le cadre du ROCCH MV. Brievement, des
lots d’'une cinquantaine de moules ont été prélevés en février 2022 sur les stations ROCCH (dont sont issues
les stations SELI). Les analyses des contaminants organiques ont été faites par le LABERCA Nantes (Vaccher
et al., 2020) et les analyses de contaminants inorganiques ont été faites a CCEM (Ifremer, Nantes) suivant
des protocoles similaires a ceux présentés pour les poissons. Les données de niveaux de contamination
obtenues dans le cadre du ROCCH sont extraites de la base de données Quadrige.

2.5 Analyses statistiques

2.5.1 Gestion des données manquantes, censurées (<LOQ) ou non validées

Données manquantes. Le pourcentage de matiére séche du muscle de poisson a été mesuré dans 30 individus
pour lesquels les contaminants organiques ont été analysés. Pour les 20 soles supplémentaires pour
lesquelles le Hg a aussi été analysé, le pourcentage de matiére séche du muscle a été estimée par la médiane
des 20 données soles disponibles (i.e. 22,1 %, pour info : moyenne = 21,8 %).

Le pourcentage de matiere lipidique dans le muscle de poisson a été déterminé pour 29 des 30 individus pour
lesquels des contaminants organiques lipophiles ont été analysés. La valeur manquante pour la sole S3BS2 a
été estimée par la médiane des 19 données soles disponible (i.e. 2,1 %, pour info : moyenne = 2,1 %).

Données censurées. Le traitement des valeurs inférieures a la limite de quantification (< LOQ) dépend du
déterminant et de la question posée :

- Pour les contaminants organiques :
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o Pour les comparaisons aux seuils, les valeurs <LOQ sont remplacées par la LOQ pour
évaluation conservatrice de la qualité du milieu marin (i.e. <LOQ = LOQ)

o Pour les évaluations spatiales et temporelles ainsi que les analyses multivariées, les valeurs
<LOQ sont remplacées par la LOQ/2 qui est une valeur centrale dans l'intervalle des valeurs
possibles (i.e. <LOQ = LOQ/2)

o Pour le calcul des ratios de concentrations ou profil, les valeurs <LOQ sont remplacées par 0
(i.e. <LOQ = 0) pour éviter un poids important des substances non quantifiées dans la somme
totale.

- Pourles ETM, les valeurs estimées des concentrations proches de la limite de quantification (< LOQ)
et avec des taux de récupération des matériaux de référence utilisés (CRM) satisfaisants (i.e. compris
entre 70 et 130%, soit un écart de moins de 30% par rapport a la valeur certifiée) sont représentées
(i.e. <LOQ = valeur estimée).

- Pour les masses des gonades des poissons inférieures a la limite de précision de la balance (< 0,10 g)
sont remplacées par 0,05 g (i.e. = LOQ/2).

Quadlification et sélection des données.

Les données de cassures de brins de ’ADN mesurées par le test des cométes sont acquises via la
lecture de lames dont I'état ne permet pas de suspecter un éventuel probléeme de
conditionnement de I'échantillon (du préléevement de sang a sa dilution dans du milieu de
congélation pour stockage dans l'azote liquide). Une forte proportion de noyaux tres
endommagés voir de type apoptotique et un tres fort bruit de fond sont défavorables a I'analyse.

- Les données de micronoyaux viennent de lames clairement lisibles.

- Les données AChE sont utilisées si les triplicats analytiques sont validés.

- Les concentrations en métabolites biliaires de HAP répondent a des normes de contrdle/qualité
décrite dans Le D{-Lacoste (2008).

- Les données de stabilité de la membrane lysosomale sont validées si la structure générale tissulaire
est conservée durant le traitement des échantillons, assurant ainsi sa qualité. Les parametres
strucuturaux des lysosomes sont seulement mesurés dans les échantillons montrant
suffisamment de contraste dans la coloration, assurant ainsi une mesure précise.

- Les données des analyses histopathologiques sont validées si la structure générale tissulaire est
conservée durant le traitement des échantillons, assurant ainsi sa qualité.

- Pour les contaminants, les procédures d'assurance qualité et de contrdle qualité usuelles ont été
suivies pour chaque série d’analyse. Elles comprenaient I'analyse d'échantillons de contréle
qualité (référence interne et/ou matériel de référence certifié (CRM), en Annexe 1 et Annexe 2),
des blancs de procédures, la quantification par étalonnage interne, I’étalonnage a 5 a 6 niveaux
de concentration, le suivi des rendements d’extraction, et la participation a des tests de
comparaison interlaboratoires pour le milieu marin.

- Pourles ETM, les éléments retenus ont des CRM satisfaisants et des valeurs majoritairement proches

ou supérieures a la LOQ. Les CRM pour As et Se ne sont pas satisfaisants. Les concentrations

estimées pour Cr, Sn et Sb sont majoritairement <LOQ (28, 43 et 42 échantillons <LOQ sur 50

échantillons, LOQ de 0,10, 0,11 et 0,005 mg. kg* poids sec (ps) pour Cr, Sn et Sb respectivement).

Les valeurs estimées pour As, Cr, Sb, Se et Sn ne sont donc pas représentées dans ce rapport.
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2.5.2 Comparaison aux seuils

Les résultats sont comparés aux valeurs seuils disponibles (Tableau 1 et Tableau 2) sous les hypotheses et
approximations discutées en introduction (section 1.5). Un dépassement d’EAC, de NQE ou d’EC est indiqué
en - Un dépassement de BAC quand il n’y a pas d’EAC est indiqué en orange.

2.5.3 Analyses statistiques univariées

Les analyses statistiques sont effectuées sous R (version 3.4.1 (2017-06-30)). Une p-value < 0,05 ou < 0,10
est considérée significative ou légerement significative, respectivement.

Certaines données sont log-transformées pour rapprocher leur distribution d’une loi normale
(principalement des données de type concentrations en contaminants ou en AChE).

Dans un premier temps, les réponses de chaque biomarqueur et les concentrations en chaque contaminant
(ou somme de concentrations de contaminants d’'une méme famille) sont illustrées séparément. Pour les
poissons, la variabilité spatiale et entre espéeces (sole et flet) des réponses est évaluée sur les individus de
moins de 3 ans. Pour les soles, les individus de 4 (n=2 femelles et 1 male), 5 (n=2 femelles), 6 (n=1 male), 11
(n=1 maéle) et 13 (n=1 male) ans ne sont pas pris en compte dans les analyses spatiales et inter-especes car
trop peu nombreux et réparties sur plusieurs stations. L'approche privilégiée est I'analyse de variance
paramétrique (ANOVA type II) suivie d’un test post hoc de Tukey. Cette approche est appliquée quand les
conditions de normalité (test de Shapiro-Wilk) et d’"homoscédasticité (test de Levene) sont vérifiées (p > 0,05)
ou en limite d’application (p value proche de 0,05).

Quand les hypothéses de normalité et d’homoscédasticité sont loin des conditions d’application d’une
approche paramétrique méme aprées transformation des données, I’analyse de variance est menée selon une
approche non paramétrique : test de Kruskal Wallis suivi d’un test post hoc de Dunn avec correction de
Bonferroni (ou de Holm).

Pour comparer les occurrences (histopathologies), un test de Z-score (p < 0,05) a été utilisé pour tester les
différences entre sites sur les données de prévalence (%) des lésions identifiées lors de I'analyse
histopathologique (logiciel SPSS).

2.5.4 Analyses multivariées et évaluation intégrée

Différentes méthodes d’évaluation intégrée sont utilisées :

- Analyses multivariées : L'Analyse en Composante Principale (ACP) permet d’illustrer la variabilité de
plusieurs paramétres ensemble. L’analyse de redondance partielle (RDA) est une extension de la régression
multiple qui permet de modéliser I'effet des concentrations en contaminants (matrice explicative) sur la
réponse des biomarqueurs (matrice réponse) en tenant compte des variables biologiques (covariables).

- Approche par indice cumulé en étudiant I’écart au seuil (CHASE, (Andersen et al., 2019)) qui informe sur la
qualité environnementale a cette station sur la base des variables pour lesquelles un seuil est disponible.

Les différents choix et étapes de ces approches sont détaillés dans les parties correspondantes.
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3 Résultats - Réponses des biomarqueurs et
bioaccumulation des contaminants chez les
poissons plats en baies de Seine et Somme

3.1 Echantillonnage et adaptation aux conditions de terrain

Cent quarante-huit (148) poissons plats ont été prélevés, 108 soles et 40 flets.
Plan d’échantillonnage

Cing stations ont été prospectées (Figure 1). Vingt (20) a 25 soles ont été prélevées par station : Z1, Z5 et Z6
en baie de Seine, puis BS1 et BS2 en baie de Somme (Tableau 3). Vingt (20) flets ont été prélevés sur les 2
stations les plus cotiéres dans chacune des baies de Seine et Somme : Z1 et BS2 respectivement (Tableau 3).
Aucun flet n’a été chaluté dans les stations plus au large des 2 baies.

Taille, ge

Parmi les 148 individus prélevés, I'age a pu étre estimé pour 132 d’entre eux ; les otolithes de 16 individus
n’ont pas pu étre prélevés ou étaient trop endommagés (cassés) pour étre analysés. Les soles prélevées
avaient une taille comprise entre 20,5 et 31,0 cm et un age compris entre 1 et 13 ans (Figure 4). La majorité
des soles (78 %) était agée de 2 ou 3 ans (27 individus de 2 et 47 individus de 3 ans = 74/95 soles). Les flets
prélevés avaient une taille comprise entre 22,0 et 37,0 cm et un a4ge compris entre 0 et 3 ans (Figure 4). La
majorité des flets (86 %) était dgée de 1 ou 2 ans (17 individus de 1 et 15 individus de 2 ans = 32/37 flets).
Les soles péchées étaient dans la gamme d’age prévue selon les recommandations d’OSPAR (25 cm environ
pour un age de 2-3 ans (OSPAR, 2012)) alors que les flets étaient une année plus jeune. Par rapport a la Loire,
les soles de SELIMANCHE étaient en majorité une année plus agées que les soles prélevées lors de la
campagne SELILOIRE 2020 (Mauffret et al., 2024).

Stade de développement des gonades

Les soles prélevées étaient majoritairement des femelles (32 males, 76 femelles). Les flets prélevés étaient
majoritairement des males (30 males, 10 femelles). En Loire, lors de la campagne SELILOIRE 2020, le sexe
ratio des soles prélevées était plus équilibré (64 males, 65 femelles).

Un examen histologique des gonades a été réalisé pour calculer le sexe-ratio et déterminer les stades de
développement gonadal chez les poissons plats. Les proportions de chaque sexe et chaque stade sont
présentés par espéce et par site dans le Tableau 4. Chez la sole, 96,1 % des femelles étaient en stade de pré-
vitellogénese et 56,3 % des males étaient en stade de spermatogenese précoce. Dans le cas du flet, 88,9 %
des femelles étaient en stade de pré-vitellogénese et 85,7 % des males étaient immatures. La large majorité
des individus est donc bien en dehors de la période de reproduction (période de reproduction de Solea solea :
janvier a avril (Gilliers et al., 2006) ; campagnes SELI organisées fin aolt/début septembre) ce qui était
primordial pour la campagne afin de pouvoir limiter I'influence potentielle de facteurs biotiques confondants
sur les réponses des marqueurs sélectionnés. La reproduction correspond en effet a un état physiologique
qui s’accompagne de nombreux changements au niveau moléculaire, cellulaire et tissulaire. Ces
changements modifient le métabolisme des individus et peuvent ainsi interférer avec certains marqueurs
biologiques sélectionnés dans le cadre de cette étude, comme par exemple les biomarqueurs enzymatiques
qui ont un rdle clef dans le métabolisme de nombreux composés endogenes. Au niveau chimique, le
processus de ponte permet également a certaines especes d’éliminer une partie de la fraction contaminante
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liée a I'exposition a des substances chimiques hydrophobes. Ces substances peuvent en effet étre
bioaccumulées dans les lipides dont sont riches les produits de la ponte.

Indices de condition

Les rapports gonado-somatiques (RGS) et hépato-somatiques (RHS) permettent aussi d’informer sur le stade
de développement des gonades et de déterminer les périodes de ponte au cours du cycle sexuel d’une
espece, ainsi que le niveau d’énergie stockée par les individus. Chez des soles en période de repos sexuel, le
RGS et le RHS moyen ne semblent pas dépasser 1 a 2 % et 1 %, respectivement (Deniel, 1981, Deniel and
Tassel, 1985, Le Bec, 1985). Les RGS des soles sont tous <2 %, et les RHS de la plupart des soles sont < 1,2 %
(sauf 17/108 soles : 1,2-1,8 %) (Figure 4). Les RGS des flets sont dans le méme ordre de grandeur que ceux
des soles, mais les RHS des flets sont supérieurs a ceux des soles, ils ont des foies proportionnellement plus
gros que les soles et le seuil de 1 % n’est pas applicable pour les flets.

n= 148 n= 132 individus agés (16 non agés 'NA')
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Figure 4 — Biométrie des soles et flets prélevés en baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021.
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Tableau 4 — Sexe ratio et proportion des stades de développement gonadique (%) identifiés histologiquement chez les
soles et les flets échantillonnés lors de la campagne SELIMANCHE 2021 (stade femelle : 1: croissance, 2: vitellogénese
précoce ; Stade male 0: Immature; 1: Spermatogenése précoce; 2: Spermatogenése ; 3: Spermatogenése tardive)

Stations Sex Ratio (M:F) (Female) n 1 2 ND (Mmale) n 0 1 2 3 4 ND
Sole Sole Sole

71 1:1.5 Z1 12 1000 0,0 00 71 8 00 625 375 00 00 00
z5 1:3.0 z5 15 1000 0,0 00 75 5 00 1000 00 00 00 0,0
76 1:1.2 26 11 1000 0,0 00 76 9 00 667 222 00 00 111
BS1 1:4.0 BS1 20 95,0 50 00 BS1 5 0,0 40,0 40,0 20,0 00 00
BS2 1:3.6 BS2 18 88,9 56 56 BS2 5 200 00 0,0 400 200 200
Flet Flet Flet

71 1:0.4 VAl 6 1000 00 00 71 14 92,9 0,0 00 00 00 71
BS2 1:0.2 BS2 3 66,7 333 0,0 BS2 14 81,3 63 00 00 00 125

Variabilité spatiale

La taille, les indices de condition et le stade de maturité des gonades peuvent étre des facteurs influencant
les biomarqueurs analysés et les niveaux en contaminants. Leur variabilité est discutée ci-dessous pour
évaluer la possibilité qu’ils constituent des facteurs confondants a I’analyse des réponses biologiques visées.
Les individus = 4 ans (uniquement des soles) sont trop peu nombreux pour étre inclus dans cette analyse : 2
solesFet1 Mde4ans, 2 soles Fde5 ans, 1 sole M de 6 ans, 1 sole M de 11 ans et 1 sole M de 13 ans.

La taille des soles varie en fonction de I’age (comme attendu), de la station et |égerement du sexe (Figure 4,
Tableau 5). Les individus (< 3 ans) ont tendance a étre plus grands (2 cm) et plus agés (1 an) aux stations en
baie de Seine qu’en baie de Somme (Seine : 25,8 +2,0cm et 2,7 £ 0,5 ans, Somme : 24,0+ 2,7 cm et 1,9 0,9
ans, p <0,01). Chez les soles males, les RGS, un indicateur indirect du stade de développement des gonades,
sont plus faibles aux stations en baie de Seine qu’en baie de Somme pour les males (Seine : RGS: 0,09 *
0,03% et Somme : 0,13 £0,02%, p < 0,011). Chez les femelles, le RGS est plus faible chez les individus de 1 an
que ceux de 2 ou 3 ans (p = 0,003), en lien avec leur possible maturité, mais ils sont similaires entre stations.
Pour les individus de 3 ans et moins, les femelles sont légérement plus grandes que les males (p = 0,06,
Tableau 5).

La taille des flets varie en fonction de I'age (comme attendu) et de la station (Figure 4, Tableau 5). Comme
pour les soles, les flets péchés en baie de Seine sont plus grands et plus agés qu’en baie de Somme d’environ
6cmetlan(Z1:32,0+2,6cmet1,9+0,5ans,BS2:26,3+3,4cmet0,8+0,5an, p<0,0001). Les flets de
baie de Seine ont des RHS, un autre indicateur indirect du stade de développement des gonades, plus élevés
gue ceux en baie de Somme (Seine (Z1) : RHS=1,9 £+ 0,5 et Somme (BS2) : RHS : 1,5 + 0,5%, p = 0,007, Figure
4, Tableau 5). Les RGS et I'indice de Fulton des flets sont similaires entre stations et/ou sexe et/ou age.

L’indice K de Fulton (Poids / Taille 3) se base sur I’hypothése que plus un poisson est gros a une taille donnée,
plus sa condition est bonne. Chez les soles, I'indice de Fulton est plus élevé a Z1 qu’aux autres stations en
baies de Seine et Somme (Figure 4, Tableau 5). Chez les flets, I'indice de Fulton est similaire entre stations.

La proportion des différents stades de développement gonadique est similaire entre stations au sein de
chacune des espéces (Tableau 5), ce qui suggére que ce facteur peut étre considéré comme négligeable lors
de I'étude des différences entre station dans la réponse des marqueurs chimiques et biologiques mesurés.

En résumé, les principales variables biométriques potentiellement confondantes a une analyse spatiale de la
réponse des biomarqueurs et des concentrations en contaminants sont la taille et I'age des individus qui
semblent plus élevés en Seine qu’en Somme. Certains indices de conditions sont aussi différents entre

SELIMANCHE 2021- 13.01.2025 29/96

Qualité




stations mais il ne semble pas y avoir de tendance commune (RGS chez les soles males : BS12BS2, 71, Z5 276,
et RHS chez les flets : Z1>BS2).

Tableau 5 — Effet de la station, de I'dge et du sexe des individus sur leur taille et indices. Seules les p-values associées
aux variables indépendantes ayant un effet significatif (p < 0,05) sont rapportées, autrement dit, les variables sans effet
significatif (p > 0,05) sont testées mais non indiquées dans le tableau pour une meilleure lisibilité. Les différences

significatives entre groupes selon le test post hoc de Tukey (p < 0,05) sont identifiées par des lettres.

Test de variance Test post hoc Approche?
Variable Variables indépendantes Variables ayant un Groupes différents
dépendante (=testées dans le modele)> effet significatif (p<0,05)*
(p<0,05)2
Sole (age<3ans®)
Taille Station*Age*Sexe Station p < 0,0001 26 Z5 71 BS2 BS1 AOQV, Tukey
"a" "a" "ab" "ab" "b"
Age p <0,0001 321 AQV, Tukey
"a" "b" "c"
Sexe p =0,061 FM AOQV, Tukey
ngn pn
Age Station Station p = 0,0023 72175 Z6 BS1 BS2 KW, Dunn
"a" "a" "ab" "ab" "b"
Age Sexe Sexe p =0,0123 FM KW, Dunn
ngn
Stade gonades  Station p > 0,05 NA KW
Stade gonades  Sexe p > 0,05 NA KW
Log10(RGS) Station*Age Age p = 0,003 321 AQV, Tukey
Femelle "a" "a" "b" Shapiro_test: p = 0,003
Log10(RGS) Station*Age Station p=0,011 BS1 BS2 717576 AQV, Tukey
Male "a" "ab" "ab" "ab" "b" Levene Test : p = 0,018
RHS Station*Age*Sexe p > 0,05 NA AOV
Fulton Station*Age*Sexe Station p = 0,00015 7176 BS2 BS1 Z5 AOQV, Tukey
"a""b" "b" "b" "b"
Flet
Taille Station*Age*Sexe Station p < 0,0001 71 BS2 AQV, Tukey
"a" "pb" Levene Test : p=0,031
Age p =0,0013 3210 AQV, Tukey
"a" "a" "b" "c"
Age Station Station p < 0,0001 Z1 BS2 KW, Dunn
ngn
Stade gonades  Station p > 0,05 NA KW
Stade gonades  Sexe p > 0,05 NA KW
Log10(RGS) Station*Age p > 0,05 NA AOV
Femelle
Log10(RGS) Station*Age p > 0,05 NA AOV
Male Shapiro_test: p = 0,049
RHS Station*Sexe Station p = 0,007 Z1 BS2 AQV, Tukey
ngn pn
Fulton Station*Age*Sexe p > 0,05 NA AQV

11’approche privilégiée est I'analyse de variance paramétrique (ANOVA type ) suivi d’un test post hoc de Tukey sur Station*Age*Sexe
chez la sole et Station*Sexe chez le flet. Cette approche est appliquée quand les conditions de normalité (test de Shapiro-Wilk) et
d’homoscédasticité (test de Levene) sont vérifiées (p > 0,05, dans ce cas les p-values de ces 2 tests ne sont pas rapportées) ou en
limite d’application (p value < mais proche de 0,05 ; dans ce cas, la p-value du test correspondant (Shapiro ou Levene) est alors
indiquée dans le tableau). Quand les hypothéses de normalité et d’homoscédasticité sont loin des conditions d’application d’une
approche paramétrique méme aprés transformation des données, e.g. log10 (p << 0,05), I'analyse de variance est menée selon une
approche non paramétrique : test de Kruskal Wallis suivi d’un test post hoc de Dunn avec correction de Bonferroni sur la station et
le sexe séparément.

2Modele testé.

3Variables indépendantes associées a une p-value significative (p < 0,05), les autres effets et interactions non significatifs (p > 0,05)
ne sont pas rapportés pour la clarté du tableau, mais font partis des analyses paramétriques.
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4 Les lettres définissent les groupes homogeénes statistiquement selon le test post hoc de Tukey (si ANOVA) ou Dunn (si approche non
paramétrique). Quand le test de variance est non significative (p > 0,05), le test post-hoc est « non applicable » = NA.

5Pour les soles, les individus de 4 (n=2 femelles et 1 méle), 5 (n=2 femelles), 6 (n=1 male), 11 (n=1 male) et 13 (n=1 male) ans ne sont
pas pris en compte dans les analyses présentées dans ce tableau.

3.2 Réponses des biomarqueurs chez les poissons plats prélevés en
Baies de Seine et Somme

3.2.1 Biomarqueurs d’état de santé général : Intégrité des lysosomes

L'intégrité des lysosomes a été estimée par I'analyse de la stabilité de la membrane lysosomale (LMS:
Lysosomal Membrane Stability) et des changements au niveau de leur structure (LSC : Lysosomal Structural
Changes) et de leur contenu (accumulation intracellulaire de lipides neutres).

Stabilité de la membrane lysosomale (test LMS, Lysosomal Membrane Stability)

L'intégrité fonctionnelle lysosomale est hautement conservée sur le plan de I’évolution. La stabilité de la
membrane lysosomale (LMS : Lysosomale membrane stability) est un biomarqueur de I'état de santé
individuel ; le dysfonctionnement des processus lysosomaux est lié a de nombreux aspects de pathologies
associées a la toxicité de contaminants chimiques et des maladies dégénératives (Davies and Vethaak, 2012).
Pour ce parametre, une réduction du temps de labilisation indique une baisse dans I'état de santé général.
Les valeurs moyennes de LP (Labilisation Period) peuvent étre comparées aux valeurs de référence de BAC
(Background Assessment Concentrations/Criteria ; valeur de contaminant ou de biomarqueurs mesurable
dans une zone sans historique de contamination connue; BAC, = 20 min) et EAC (Environnemental
Assessment Criteria ; niveau de réponse de la LMS au-dessus duquel un effet chronique n’est pas attendu
pour les espéces marines ; EACp = 10 min (Moore et al., 2006, Davies and Vethaak, 2012)).

Données, seuil, sexe. Sur les 148 poissons échantillonnés lors de la campagne, 22 échantillons comportaient
trop peu de tissu (foie) pour étre analysés. La valeur moyenne de LP était de 9,2 + 3,6 min pour I'ensemble
des échantillons de soles (n = 94) et de 12,9 *+ 4,4 min pour les flets (n = 32). Aucun effet significatif du sexe
n’a été détecté sur ce parametre pour les soles ni pour les flets (Mann-Whitney, p > 0,05).

Dans le cas présent, les valeurs moyennes de LP pour les sites BS1, BS2 et Z5 sont inférieures a la limite des
10 min suggérant I'action d’un stress environnemental. Bien que les valeurs des sites Z1 et Z6 soient
supérieures a cette limite (11,6 + 3,0 min et 11,4 £ 2,3 min, respectivement), elles restent inférieures a la
valeur de fond de 20 min (BAC). Ces résultats indiquent que les individus collectés sont soumis a un stress
environnemental notamment pour les stations BS1, BS2 et Z5. Ce stress peut étre d’origine anthropique
(exposition a des contaminants chimiques). Certains facteurs naturels peuvent aussi expliquer des variations
dans les valeurs de LP (e.g. manque de nourriture, changement brusque de la température). La stabilité de
la membrane lysosomale est similaire entre males et femelles (sole et flet séparément, Tableau 6).

Age. Chez les flets, la valeur de LP diminue avec I’dge (p < 0,0001, Pearson R =-0,67, Figure 5) ce qui pourrait
s‘expliquer par une capacité de récupération plus lente chez les individus plus dgés et/ou un effet cumulé de
la contamination au cours des années (Kdhler et al., 2002). Au contraire chez les soles prélevées pendant
SELIMANCHE 21, la valeur de LP augmente avec I'dge chez les soles; ce résultat est statistiquement
significatif mais I'age n’expliquerai que 9% de la variabilité de la stabilité de la membrane lysosomale
observée (r = 0,3, p = 0,007, Figure 5). Chez les soles prélevées pendant SELILOIRE 20 (gamme d’dge plus
large de 1 a 10 ans), la valeur du LP diminue aussi avec I’dge (Mauffret et al., 2024).

SELIMANCHE 2021- 13.01.2025 31/96

Qualité




Station. Chez les flets, la valeur moyenne de LP en baie de Seine (Z1: 9,9 + 2,8 min) est significativement
inférieure a la valeur mesurée en baie de Somme (BS2 : 16,2 * 3,4 min, Tableau 6). Au contraire, chez la sole,
les moyennes de LP étaient plus faible en baie de Somme qu’en baie de Seine (Seine : 10,9 +2,8, Somme : 6,7
+ 3,1 min) et étaient significativement inférieures aux valeurs des stations en baie de Seine 71 (11,6 * 3,0
min) et Z6 (11,4 + 2,3 min ; Figure 5).

Précédentes SELI. Lors de la campagne SELISEINE 2018, la stabilité de la membrane lysosomale avait été
analysée chez des soles provenant de plusieurs sites dont les sites Z1, Z5 et Z6 qui sont en commun avec la
campagne de 2021. Les valeurs obtenues pour ces sites ne différaient pas significativement des moyennes
reportées ici (LPz1-sole) = 12,2 £ 2,7 min ; LPzss0le) = 10,6 £ 2,2 min ; LP(zssole) = 11,2 £ 2,9 min). Méme si ce
biomarqueur peut varier rapidement face a un stress environnemental, de I'ordre de plusieurs heures
(Izagirre et al., 2009), la constance de ces valeurs entre campagnes suggere une situation comparable entre
2018 et 2021.

Chez le flet, la valeur de LP a la station Z1 en 2021 était inférieure a celle de 2018 (12,5 + 7,5 min), cette
récente baisse de LP pourrait suggérer un changement des conditions environnementales en Z1.

Espece. Concernant la comparaison entre espéces (soles et flets), les valeurs moyennes de LP enregistrées
pour la sole étaient significativement inférieures a celles du flet pour BS2 mais similaires pour Z1 (Tableau
6).
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Figure 5 — Stabilité de la membrane lysosomale dans le foie de soles et flets prélevés en baies de Seine et Somme lors
de la campagne SELIMANCHE 2021 selon la station (gauche) et I'dge (droite, coefficient de Pearson).

Tableau 6 - Effet de la station et du sexe des individus sur le temps de labilisation (min).

Test de variance Test post hoc Approchel

Variable Variables indépendantes Variables ayant un effet Groupes différents

dépendante (=testées dans le modele)? significatif (p < 0,05) 3 (p<0,05)%

Sole (age<3ans®)

log10(LMS) Station Station p < 0,0001 Z6 71 75 BS1 BS2 KW + Dunn
"a" "a" "ab" "b" "b"

log10(LMS) Sexe p > 0,05 KW + Dunn

Flet

LMS (log) Station*Sexe Station p < 0,0001 BS2 71 AOV+Tukey
ngn g

Sole (age<3ans®) + Flet

LMSaz1 Espece p > 0,05 NA AOV+Tukey

LMS a BS2 Espéece P <0,0001 Flet > Sole AOV+Tukey

12,345 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5
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Changements structuraux des lysosomes (test LSC, Lysosomal Structural Changes)

Afin de compléter le biomarqueur basé sur la stabilité de la membrane lysosomale, les changements
structuraux et de contenu des lysosomes ont été mesurés (Figure 6). Les altérations structurelles de
lysosomes sont estimées par mesure de la densité volumétrique lysosomale (Vv(ys), en um3/ um3), le ratio
Surface/Volume (Syys)/Viys), en um?/um3, inversement proportionnel a la taille lysosomale) et la densité
numérique lysosomale (Nvys), en 1/um3). Au total, 94 soles et 38 flets ont été analysés pour ce biomarqueur.
Aucun effet de sexe n’a été détecté chez la sole ni le flet (Mann-Whitney, p > 0,05).

Station. Chez le flet, aucune différence significative a été détectée entre les sites BS2 et Z1 (Figure 6,
VW(iys) = 0,0043 £ 0,0015 um?3/ um?3, Siiys)/Viiys) = 3,88 £ 0,81 um?/um?3, Nv(ys) = 0,0034 + 0,0009 1/um3).

Chez la sole, les individus provenant du site Z5 étaient caractérisés par une densité volumétrique lysosomale
inférieure  (Vvgy = 0,0008 + 0,0003 um3/ pm3), un ratio Surface/Volume supérieur
(Stys)/Viys) = 7,90 £ 0,87 um?/um3) et une densité numérique lysosomale supérieure aux autres stations (Nvjys)
= 0,0049 + 0,0013 1/um?3). Ces paramétres décrivent des lysosomes nombreux (Nv(ys)) et de petite taille
(Suysi/Viys)- A Vinverse, les individus provenant du site BS2 étaient caractérisés par une densité volumétrique
lysosomale supérieure (Vv(ys) = 0,0014 + 0,0007 um3/ um?3), un ratio Surface/Volume inférieur (Sqys)/Viys) =
5,86 + 1,23 um?/um3) et une densité numérique lysosomale inférieure (Nv(ys) = 0,0033 + 0,0007 1/um3). Dans
ce cas, les lysosomes sont moins nombreux mais de plus grande taille.

Précédentes SELI et littérature. Il n'existe pas de seuil de référence concernant les parameétres de structure
lysosomale. Néanmoins, en comparant les résultats présents aux valeurs indiquées dans des études
précédentes et dans d’autres espéces de poissons, la population de lysosomes analysée lors de la campagne
SELIMANCHE 2021 est constituée de nombreux lysosomes de petite taille (valeurs moyennes de S/V
inférieure et Nv supérieure) (Alvarado et al., 2005, Izagirre, 2007, Briaudeau et al., 2020, Briaudeau et al.,
2021, Briaudeau et al., 2023). En général, les valeurs de densité volumétrique obtenues pour la présente
campagne étaient égales ou supérieures a des valeurs reportées pour la sole juvénile apres exposition a
différentes concentrations de contaminants modeles (Cd et B(a)P) en conditions de laboratoire (Briaudeau
et al., 2021, Briaudeau et al., 2023). Les valeurs de densité numérique étaient 5 a 10 fois supérieures aux
valeurs reportées chez la sole juvénile exposée a des sédiments naturellement contaminés (Briaudeau et al.,
2020) ou a des contaminants modéles (Briaudeau et al., 2021, Briaudeau et al., 2023). Les valeurs de densité
volumétrique étaient également 5 a 10 fois supérieures aux valeurs reportées chez la sole juvénile exposée
a des contaminants modeles (Briaudeau et al., 2021, Briaudeau et al., 2023) mais étaient similaires voire
inférieures aux valeurs reportées apres exposition a des sédiments naturellement contaminés (Briaudeau et
al., 2020). Ces observations suggérent une réponse biologique a un stress environnemental sur plusieurs sites
d’échantillonnage, en particulier pour les sites BS1 et BS2 pour lesquels les valeurs supérieures de Vv
étaient enregistrées et pour les sites Z1 et Z5 pour lesquels les valeurs supérieures de Nvgy étaient
enregistrées (Figure 6). Selon plusieurs observations, les effets d’un stress sur la structure des lysosomes
peuvent engendrer une augmentation de la densité volumétrique (Vv) associée a une diminution du ratio
surface/volume (S/V) et/ou a une augmentation de la densité numérique (Nv) (Alvarado et al., 2005,
Briaudeau et al., 2021, Briaudeau et al., 2023). Sur la base des valeurs de Vv et S/V chez les soles de
SELIMANCHE 2021, il semblerait que les individus provenant de BS1 et BS2 soient plus affectés par un stress
environnemental que ceux des autres stations en Seine. En particulier, dans le cas des individus provenant
de BS2, les valeurs plus élevées de densité volumétrique (Vv) sont associées a des valeurs inférieures de S/V
et Nv, suggérant une hypertrophie lysosomale avec fusion des organelles. Ce phénomene a déja été décrit
auparavant en réponse a un stress environnemental (Kohler et al., 2002, Alvarado et al., 2005). Ces
observations sont en accord avec les résultats obtenus sur la stabilité de la membrane lysosomale montrant
un état de santé général plus affecté pour les sites BS1, BS2 et Z5 pour la sole.
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Espece. Des différences entre espéces ont été détectées pour ce parametre pour les deux sites Z1 et BS2
telles que : Vv(ys) (sole) < Vvys)(flet) et Sqys)/Vis) (sole) > Suys)/Viys) (flet). Dans le cas de la densité numérique,
Nvgys) (sole) était significativement supérieur a Nvys) (flet) seulement pour le site Z1. En accord avec les
observations faites précédemment sur la stabilité de la membrane lysosomale, les valeurs de biomarqueur
sur la structure lysosomale peuvent varier entre especes, ainsi que sa sensibilité.
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Figure 6 — Changements structuraux des lysosomes (test LSC) mesurés dans le foie de flets (gauche) et soles (droite)
échantillonnés lors de la campagne SELIMANCHE 2021 : (A) densité volumétrique lysosomale (Vvqys), en um3/ um?3); (B)
ratio Surface/Volume (Suys)/Viys), en um?/um3); (C) densité numérique lysosomale (Nvgys), en 1/um?3). Les différentes
lettres indiquent des différences spatiales significatives (KW, Dunn, p < 0,05).

Accumulation intracellulaire de lipides neutres

Sexe, station, espéce. Chez les poissons, I'accumulation hépatocytaire de lipides neutres, représentées par
Vvn. est utilisée comme indicateur de changements physiologiques notamment en réponse a une exposition
a un stress chimique et peut étre considérée comme un précurseur de lésions hépatiques (Kéhler et al., 1992,
Viarengo et al., 2007). Dans le cas présent, le biomarqueur a été mesuré pour 98 soles et 37 flets au total.
Aucun effet du sexe n’a été détecté pour ce parametre (Mann-Whitney, p > 0,05). Chez la sole, la densité
minimale Vv, est enregistrée pour le site Z5 (Vvn. = 0,0087 + 0,028 um3/ um?3, Figure 6). Aucune différence
spatiale n’est détectée dans le cas du flet (Vvn. = 1,02 + 1,17 um3/ um?3). Les comparaisons inter-espéces
montrent que les niveaux de Vvy. étaient inférieurs chez la sole par rapport au flet pour les sites Z1 et BS2.
L’accumulation moyenne de lipides neutres (Vvn.) est supérieure aux valeurs reportées chez la sole cultivée
(Briaudeau et al., 2020, Briaudeau et al., 2021, Briaudeau et al., 2023).
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Figure 7 — Accumulation intracellulaire de lipides neutres (en um?/ um?3) mesurée dans le foie de soles échantillonnées
lors de la campagne SELIMANCHE 2021. Les différentes lettres indiquent des différences spatiales significatives (KW,
Dunn, p < 0,05).

3.2.2 Biomarqueurs de génotoxicité : test des cometes et des micronoyaux

3.2.2.1 Test des comeétes

L’exposition a des substances chimiques ou a leurs sous-produits issus du métabolisme (métabolites ou
oxyradicaux) peut conduire a des atteintes du matériel génétique. Plusieurs types de dommages au matériel
génétique peuvent étre observés dont des Iésions structurales primaires de I’ADN telles que des cassures de
brins. Comparativement aux micronoyaux, les cassures de brins de ’ADN peuvent étre réparées et sont
considérées comme un marqueur précoce d’exposition qui informe sur le stress génotoxique subit par
I’organisme. Lorsqu’elles ne sont pas réparées, ces lésions peuvent avoir des conséquences sur |'expression
du génome et sur la physiologie des organismes exposés. Chez les vertébrés, elles peuvent étre mesurées
dans les cellules sanguines par le test des comeétes. Le niveau de fragmentation de chacune des cellules
analysées est exprimé en pourcentage d’ADN présent dans la queue de la cométe ou % Tail DNA : plus il est
important et plus le nombre de cassures est grand. Chez les limandes et les morues, un pourcentage de 5 %
est considéré comme une valeur BAC selon Davies and Vethaak (2012). Par ailleurs, d’aprés les précédentes
études menées chez les limandes échantillonnées en 2001, 2005 et 2006, en Baie de Seine, les valeurs
moyenne par station variaient de 16 a 36% de cassures de brins de I’ADN (% Tail DNA correspondant au % de
I’ADN dans la queue de la cométe) ; elles étaient observées au niveau Est de la Baie de Seine (la zone
prospectée la plus éloignée de I'estuaire) et a I'embouchure de la Seine, respectivement (Akcha et al., 2003,
Devier et al., 2013).

Par ailleurs, les cassures de brins de I’ADN sont des Iésions qui résultent d’un stress oxydatif et donc de la
capacité des organismes a produire des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) et a les neutraliser (niveaux de
défenses antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques). La production d’ERO au-dessus du niveau basal
peut résulter de I'exposition a des substances chimiques ou de différents événements (infection, suractivité,
stress, hyperoxie,....). Il est donc difficile d’observer in situ des corrélations entre contamination chimique et
dommages a I’ADN du fait de nombreux facteurs confondants non controlés. Ce type de relation (corrélation
positive) a néanmoins été observée chez la limande de la Baie de Seine pour laquelle le niveau de cassures
de brins de I’ADN dans les erythroctes et les concentrations tissulaires en PCB, dioxines et furanes étaient
corrélées (Akcha et al., 2004a).
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Données, seuil, sexe et dge. Sur les 148 poissons échantillonnés lors de la campagne, 8 soles n’ont pas pu étre
analysées. Le % Tail DNA varient de 18 a 66 % (moyenne : 33 %) chez les flets, et de 14 a 62 % (moyenne :
41 %) chez les soles. lls sont tous supérieurs au BAC de 5 % ou a la valeur suggérant que les flets et soles de
la Baies de Seine et Somme seraient soumis a un stress génotoxique. Les niveaux de dommage mesurés dans
les flets sont deux fois plus élevés que ceux obtenus chez cette espece aux mémes stations au cours de la
campagne SELISEINE 2018. Ils sont également plus élevés que ceux mesurés en baie de Seine depuis le début
des années 2000 chez plusieurs espéces de poissons plats (15 a 34 % chez la limande dans (Akcha et al.,
2003), 15 a 21 % chez la limande dans (Devier et al., 2013) et 5 a 25 % chez le flet dans (Burgeot et al., 2017).
Cette différence peut traduire une dégradation de la qualité de I'environnement ou un probléme lié a la
préparation ou a la conservation des échantillons. Ces échantillons ont en effet été collectés et analysés dans
un contexte particulier (COVID et mobilité de personnels). Dans I'état actuel des connaissances, nous
présentons ces données pour évaluer des différences spatiales ou inter-espece mais ne les intégrons pas
encore dans I’évaluation environnementale (3.4.2).

Le niveau de cassures de brins de I’ADN des cellules sanguines ne semble pas impacté par |’age (Figure 8) ou
le sexe (Tableau 7) des poissons analysés, ceci quel que soit I'espéce. Pour la sole une p-value significative
est observée entre le niveau de cassures de brins de I’ADN et I’dge mais le coefficient de Pearson associé est
trés faible (R = 0,25, p = 0,025, Figure 8) expliqguant donc seulement 6% de la variabilité des données.

Station. Le niveau de cassures de brins d’ADN est plus élevé en Somme (BS2) qu’en Seine (Z1) pour les flets
(Figure 8, Tableau 7), mais pour les soles, il est plus élevé proche de la Seine (Z1 et Z5) qu’au large d’Antifer
(26) et au large de la baie de Somme (Figure 8, Tableau 7).

Flet et sole. Des niveaux plus élevés de cassures de brins d’ADN chez la sole par rapport au flet avaient déja
été observés en Seine en 2018 (Mauffret et al., 2021, Roubeix et al., 2023). Cette différence de réponse
suggere que les seuils développés pour le flet et la limande seraient peu protecteurs pour la sole.
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Figure 8 — Niveau de cassures de brins de ’'ADN (%DNA Tail) mesuré par le test des cométes dans les érythrocytes de
soles et flets prélevés en baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021 selon la station (gauche) et
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Tableau 7 — Effet de la station et du sexe des individus sur le niveau de cassures de brins de I’ADN (% d’ADN dans la
queue de la cométe).

Test de variance Test post hoc Approchel

Variable Variables indépendantes Variables ayant un effet Groupes différents

dépendante (=testées dans le modele)? significatif (p < 0,05) 3 (p<0,05)*

Sole (age<3ans®)

DNA tail (%) Sexe*Station Station : p <0,0001 7571 76 BS1 BS2 ANOVA+Tukey
"a""a" "b" "b" "b"

Flet

DNA tail (%) Sexe*Station Station : p = 0,003 BS2 71 ANOVA +Tukey
ngn g

Sole (age<3ans®) + Flet

DNA tail (%) a 21 Espéce P <0,0001 Sole > Flet ANOVA +Tukey

DNA tail (%) a BS2  Espeéce P=0,35 NA ANOVA +Tukey

12,345 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

3.2.2.2 Test des micronoyaux

Les micronoyaux sont 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 refletent une
action génotoxique directe qui aboutit a I'apparition de mutations chromosomiques non réparables, stables
dans le temps et héréditaires. L'évolution de la fréquence des micronoyaux représente donc une réponse
intégrée dans le temps. La BAC pour la fréquence de cellules micronucléées, développée dans le cadre du
CIEM dépend de I'espece, et est comprise entre 0,3 et 0,5 %o selon les espéces étudiées (flet : 0 — 0,3 %o,
limande : 0,5 %o, morue : 0,4 %o, rouget barbet : 0,3 %o (Davies and Vethaak, 2012)).

Chez les 148 poissons de la campagne SELIMANCHE 21, I'occurrence des micronoyaux varie de 0 a 0,6
micronoyaux/1000 cellules avec 141 poissons ne présentant pas de micronoyau (95 %).

Flet et sole : seuils. L'occurrence des micronoyaux chez les flets et soles en Seine et Somme est donc
majoritairement inférieure a ces valeurs, ce qui suggére que la fréquence de cellules micronucléées chez les
soles et flets de Seine et Somme sont de I'ordre des valeurs de fond.

n= 148
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Nb. micronoyaux/1000 cell.
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Figure 9 — Fréquence de cellules micronucléées (MN, %.) dans les érythrocytes de soles et flets prélevés en baies de

Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021 selon la station.
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3.2.3 Biomarqueurs de neurotoxicité

L'enzyme AChE joue un réle clef dans la transmission nerveuse. Elle a pour role d'hydrolyser un
neurotransmetteur, I'acétylcholine, présent dans les récepteurs cholinergiques et permet ainsi de limiter le
temps de la contraction musculaire. L'inhibition de I'activité enzymatique AChE conduit a I'accumulation du
neurotransmetteur qui entraine une sur-stimulation spécifique de neurones de la jonction neuromusculaire
et donc des perturbations dans la transmission de I'influx nerveux. Les contaminants neurotoxiques peuvent
inhiber I'activité catalytique de I'enzyme AChE, et ainsi étre responsables de graves dysfonctionnements
neurologiques. Chez les vertébrés, I'inhibition de I'activité enzymatique AChE cérébrale constitue un des
principaux mécanismes de I'action toxique des insecticides organophosphorés et des carbamates (Bocquene
and Galgani, 1998). Chez la moule, I'inhibition de I'activité enzymatique AChE peut entrainer une faiblesse
de la fixation byssale et un entrebaillement valvaire. Bien que I'activité AChE mesurée chez la moule soit plus
faible que celle mesurée chez les vertébrés, sa mesure a été proposée comme biomarqueur d’exposition a la
contamination chimique dans le cadre de programme de surveillance (Bocquené et al., 1993). Des critéres
d’évaluation (BAC/EAC) ont été développés pour I'activité AChE mesurée dans le muscle de flets, limandes
et rougets : 235/165, 150/105, 155/109 nmol min? mg proteine?, respectivement (Davies and Vethaak,
2012). Selon les données obtenues en Baie de Seine en 2018, I'activité de I'enzyme AChE des soles était
similaire a celle mesurée chez les limandes, suggérant que le seuil développé pour la limande pourrait étre
appliqué a la sole dans I'attente de développement d’un seuil spécifique a la sole (Mauffret et al., 2021).

Données. Sur les 148 poissons échantillonnés lors de la campagne, I'activité de I'enzyme AChE a été mesurée
chez 135 individus (3 individus non analysés (pas assez d’échantillons) et 10 individus pour lesquels les
données ont été qualifiées a « douteuses »). L’activité varie de 4 3 34 nmol min mg proteine™ chez la sole
et de 8 4 138 nmol min! mg proteine? chez le flet. Ces données sont plus faibles que les données obtenues
lors de la campagne SELISEINE 2018 pendant laquelle I'activité moyenne chez les soles, flets et limandes
prélevés en Baie de Seine lors de la campagne était de 102 nmol min mg proteine™® (min-max : 11-173),
112 nmol min? mg proteine? (min-max : 55-756), 103 nmol min? mg proteine? (min-max : 20-238),
respectivement. Ces données sont aussi plus faibles que les données acquises en 2008 et 2009 en baie de
Seine chez le flet et |a limande (les moyennes par station allaient de 185 a 430 nmol min™ mg proteine™ chez
le flet et 182 a 231 nmol min! mg proteine™® chez la limande). Dans I’état actuelle des connaissances, nous
présentons ces données mais ne les intégrons pas encore dans I’évaluation environnementale (3.4.2).

Seuil, sexe, dge. L’activité AChE chez le flet et |a sole est inférieure a I'EAC pour toutes les stations analysées,
suggérant que les soles subissent un stress neurotoxique. Pour les 2 espéces, elle est similaire entre males et
femelles et ne varie pas avec I'age entre 0 et 3 ans (Figure 10).

Station. Chez la sole, I'activité de I'AChE est inférieure (possiblement plus altérée) a BS2, elle est
intermédiaire a 'embouchure de la Seine (Z1) et au large d’Antifer (26), et est enfin plus élevée au large de
Ouistreham (Z5) et la baie de Somme (BS1, Tableau 8). Chez le flet, I'activité de I’AChE est similaire entre
Seine (Z1) et Somme (BS2).

Espeéce. A Z1 et BS2, ou flets et soles ont été prélevés, 'activité de I'’AChE est plus élevée chez les flets que
chez les soles, comme suggéré par les travaux précédents (Roubeix et al., 2023).
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Figure 10 — Activité acétylcholine estérase (AChE) dans le muscle de soles et flets prélevés en baies de Seine et Somme
lors de la campagne SELIMANCHE 2021 selon la station (gauche) et I'dge (droite, coefficient de Pearson). Sur les 2
panels de gauche, les lignes rouge et orange indiquent I’'EAC et le BAC, respectivement. Pour le flet, les seuils sont
développés pour cette espéce et pour la sole, les seuils développés pour la limande sont utilisés (Tableau 1).

Tableau 8 - Effet de la station et du sexe des individus sur I'activité AChE (nhmol min-1 mg protéine-1).

Test de variance Test post hoc Approche?
Variable Variables indépendantes Variables ayant un Groupes différents
dépendante (=testées dans le modele)? effet significatif (p<0,05)%
(p<0,05)3
Sole (age<3ans®)
AchE (log) Station*Sexe Station : p < 0,0001 76 BS1 71 75 BS2 ANOVA+Tukey
"a""a" "b" "b " "c" Levene p = 0,02

Shap p =0,02

Flet

AchE (log) Station*Sexe P >0,05 NA AOV+Tukey
Shap p = 0,004

Sole (age<3ans®) + Flet

AchE (log) a 21 Espéce P <0,0001 Flet > Sole ANOVA+Tukey
Shap p = 0,001

AchE (log) a BS2 Espéece P <0,0001 Flet > Sole ANOVA+Tukey

12,345 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

3.2.4 Biomarqueurs d’exposition aux HAP : concentrations en meétabolites
biliaires de HAP

Les HAP sont métabolisés chez les poissons, ils sont conjugués puis accumulés dans la bile. La recherche des
métabolites hydroxylés de HAP dans cette matrice permet ainsi d’évaluer I'exposition récente et spécifique
des organismes a cette famille de contaminants et leur capacité métabolique (Devier et al., 2013, Kammann
et al., 2017). Chez les 148 poissons collectés, 142 échantillons de bile ont pu étre analysés dont 5 étaient en
limite de quantité (prise d’essai < 0,01 g).
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Tableau 9 — Quantification des métabolites de HAP dans la bile de soles et flets prélevés en baies de Seine et Somme
lors de la campagne SELIMANCHE 2021.

Métabolites >L0Q <LOQ <LOD >LOQ Min Max LOQ/LOD BAC/EAC
n n N % ng/g bile ng/g bile ng/g bile  ng/g bile!
1 OH Naphthaléne 9 53 80 6,3 0,3 2,9 0,3/1,0
2 OH Naphthaléne 19 120 3 13,3 1,0 51,1 1,0/3,0
2+3 OH Phenanthrene 100 42 70,4 1,8 25,8 0,7/2,0
1+9 OH Phénanthrene 112 30 78,9 0,5 16,0 0,2/0,5 3.7/528
4 OH Phénanthréne 21 105 16 14,8 0,2 1,5 0,2/0,5
N 337,1
1 OH Pyréne 140 2 98,6 1,5 (1 supérieur 3 665,7 : Z1F3) 0,5/1,5 16/483
N 152,6
9 OH Benzo(a)pyréne 114 26 2 80,3 1,0 (1 supérieur 3 334,0 : Z1F3) 1,0/3,0
3 OH Benzo(a)pyrene 4 48 90 2,8 10,0 37,0 10,0/30,0

1: EAC dérivé de données obtenues sur la morue, et BAC dérivé de données obtenues sur le flet et la limande (Vethaak et al., 2017)
et Tableau 1).

Les concentrations en métabolites de HAP chez une espéce varient principalement en fonction de la
station et du régime alimentaire qui représente une voie majeure de contamination ainsi que du stade de
digestion (Kammann et al., 2017). lls illustrent donc une exposition récente aux HAP et renseignent sur les
capacités de détoxification des organismes.

Données et seuils. L’hydroxy-pyréne (1-OH-Pyr) est le métabolite le plus quantifié (99% des échantillons) et
celui retrouvé aux niveaux les plus élevés chez les soles et flets de Seine et Somme (1 a 337 ng/g bile avec
une valeur a 666 ng/g bile chez un flet de Z1 (Z1F3), Figure 11). Ce métabolite hydroxylé est couramment
utilisé comme indicateur d’exposition aux HAP. Bien que la toxicité du pyréne soit faible, cet HAP présente
I'avantage d’étre métabolisé en un seul métabolite dont le dosage permet ainsi une mesure compléte de sa
biotransformation. Ensuite, les autres métabolites sont quantifiés dans Il'ordre suivant: 9-OH-
Benzo(a)pyréne (80%) > 1+9-OH-phénanthréne (79%) > 2+3-OH-phénanthréne : 70%) > autres métabolites
(1 et 2-OH-napthaléne, 4-OH-phénanthrene, 3-OH-Benzo(a)pyréne : <20%). Les analyses qui suivent dans ce
présent rapport illustrent les concentrations pour les 4 métabolites de HAP majoritairement retrouvés (taux
de quantification >70% ; Figure 11) et discutent la variabilité des 2 métabolites majoritaires (taux de
quantification >80% ; Tableau 10). Un EAC est disponible pour les concentrations en 1-OH Pyr et pour le 1-
OH phénanthrene (Tableau 9). En baies de Seine et Somme, les concentrations sont inférieures a I'EAC pour
1-OH pyréne et 1-OH phénanthréne.

Age et sexe. Les concentrations en 1-OH-pyrene et 9-OH-B(a)P augmentaient avec I'dge des flets et des soles
(p < 0,05, Figure 11). Au contraire, les concentrations en hydroxy-phénanthréne ne variaient pas avec I'age.
Les concentrations de ces 2 derniers métabolites de HAP étaient plus élevées chez les flets males que les flets
femelles, mais les concentrations en métabolites de HAP étaient similaires entre les 2 sexes pour la sole
(Tableau 10).

Station. Les concentrations en métabolites de HAP dans la bile des flets et soles étaient plus élevées en Seine
gu’en Somme. Chez les soles, elles étaient plus élevées aux stations proches des embouchures: Z1
(comparée a Z5 et Z6) et BS2 (comparée a BS1, p < 0,05 seulement pour le 9 OH-B(a)P).

Espéce. Les concentrations en métabolites de HAP sont plus élevées chez le flet que la sole (sauf 1 OH pyréne
aBS2:p>0,05Tableau 10).
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Tableau 10 - Effet de la station et du sexe des individus sur les concentrations des 2 métabolites de HAP
majoritairement retrouvés (>80 % de quantification, ng.g™ bile).

Test de variance Test post hoc

Variable dépendante Variables Variables ayant un Groupes différents
indépendantes effet significatif (p<0,05)*
(=testées dans le (p<0,05)3
modéle)?

Sole (age<3ans®)
1 OH pyréne (log)

Station*Sexe Station : p < 0,0001 7176 Z5 BS2 BS1

"a" "b" "b" "c" "c"
9 OH Benzo(a)pyrene (log)  Station*Sexe Station : p <0,0001  Z1Z6 BS2 Z5 BS1
"a" "b" "b" "b" "c"
Flet
1 OH pyréne (log) Station*Sexe Station : p <0,0001  Z1>BS2
Sexe : p=0,04 M>F
9 OH Benzo(a)pyréne (log)  Station*Sexe Station : p <0,0001  Z1>BS2
Sexe :p=0,04 M>F
Sole (age<3ans®) + Flet
1 OH pyréne (log) a Z1 Espece P =0,015 Flet > Sole
9 OH B(a)P (log) a 21 Espece P =0,001 Flet > Sole
1 OH pyréne (log) a BS2 Espéce
9 OH B(a)P (log) a BS2 Espéce P <0,0001 Flet > Sole

12,345 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

3.2.5 Histologie

3.2.5.1 Intersex

Une ‘féminisation’ des tissus gonadiques males (phénomeéne d’intersexe) peut apparaitre suite a I'action de
perturbateurs endocriniens et entraine une perte du potentiel reproducteur des individus. Bien que des
ovotestis aient été observés chez des poissons plats comme la limande au début des années 2000 en mer du
Nord (Stentiford et al., 2005), aucun des 60 males analysés (29 flets et 31 soles) prélevés en Seine et Somme
en 2021 ne présentait d’intersex. L'analyse de I'intersex renseigne des effets a haut niveau biologique qui
résultent de mécanismes biologiques complexes apparaissant en cascade apres plusieurs années
d’exposition. Il ne renseigne pas sur les effets précoces sur la reproduction qui ne peuvent donc pas étre

écartés sur la base de cette analyse. Nous complétons donc l'intersex avec I'analyse des pathologies des
gonades (3.2.5.3).

3.2.5.2 Pathologies hépatiques chez les poissons plats

La présence de tumeurs hépatiques et de Iésions associées est reconnue comme indicatrice d'une exposition
longue a des contaminants chimiques cancérogénes tels que des HAPs, PCBs et leur metabolites (Myers et
al., 1991, Schiewe et al., 1991, Reichert et al., 1998, Myers et al., 2003). Dans une étude sur les limandes en
Mer du Nord, Stentiford et al. (2010) ont démontré que I'adge d’apparition de la carcinogeneése différait selon
le site mais était souvent supérieur a 3 ans. La contribution de I'apparition des tumeurs hépatiques sur la
mortalité des poissons plats n’a pas été montrée mais, chez les poissons-chat (Ameiurus nebulosus),
Baumann et al. (1990) ont rapporté un lien entre la présence de tumeurs du foie et la mortalité des individus.
L’analyse histologique a pu étre validée pour 145 des 148 individus prélevés ; trop peu de foie avait pu étre
prélevé pour 3 soles.
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Lésions observées au niveau du foie

Station. La liste et la proportion (en %) de chaque lésion hépatique identifiée sont similaires entre les
différentes stations (Tableau 11). Aucune différence spatiale n’a été identifiée entre prévalence.

Espéce. Chez le flet, les Iésions les plus communément détectées étaient des centres de melanomacrophages
observés chez 23 flets (/40), des nécroses (12/40) et la vacuolisation lipidique des hépatocytes (15/40,
Tableau 11). Chez la sole, les lésions les plus couramment détectées étaient aussi des centres de
melanomacrophages observés chez 95 soles (/104) ainsi que des cas d’infiltration lymphocytaire (37/105),
qui correspondent a une activation du systeme immunitaire en réponse a une infection potentielle récente
ou en cours. Dans le cas des centres de mélanomacrophages, des facteurs tel que la contamination chimique
et 'age peuvent aussi expliquer leur apparition (Zorita and Cuevas, 2014). Dans le cas présent, la Iésion a été
identifiée a forte prévalence chez des individus jeunes (majoritairement < 3 ans), suggérant que leur
apparition pourrait étre due a la contamination chimique.

Les foyers d’altération cellulaire sont des lésions pré-néoplasiques considérées précurseurs du
développement de tumeurs bénignes ou malignes (Simpson et al., 2000). ls ont été identifiés chez 7 individus
(/144) : 3 flets et 3 soles agés de 0 a 2 ans et prélevés a Z1 et BS2, les stations les plus proches des
embouchures, puis 1 sole de 3 ans a Z6.

Tableau 11 — Prévalence (en %) des pathologies hépatiques identifiées chez les flets et soles prélevés lors de la
campagne SELIMANCHE 2021. La prévalence de chaque pathologie était similaire entre les 5 stations analysées selon un
test z-score (p < 0,05).

Flet Sole
Hepatic alterations Z1 BS2 Z1 Z5 76 BS2 BS1
n=20 n=20 n=19 n=20 n=19 n=23 n=23

Circulatory disturbances

Haemorrhage 21,1 15,0 53 13,0 31,8
Hyperaemia 10,0 26,3 15,0 10,5 43,5 40,9
Inflammatory responses
Melanomacrophage Centres (MMCs) 70,0 45,0 100,0 100,0 94,7 82,6 82,6
Lymphocytic infiltration 5,0 52,6 10,0 31,8 34,8 50,0
Regressive changes
Necrosis 15,0 45,0 57,9 55,0 26,3 30,4 40,9

Hepatocellular Nuclear Pleomorphism (HNP)
Progressive changes

Fat Vacuolation of hepatocytes 15,0 60,0 5,0 15,8 8,7 17,4

Hydropic Vacuolation of epithelial cells of bile duct 25,0 23,1 8,3 14,3 10,0

Concentric periductal fibrosis of bile duct 8,3 25,0 7,8 21,4 10,0
Pre-neoplastic lesions

Foci of Cellular Alteration 10,0 10,0 5,26 5,26 4,35

Neoplastic lesions
Indice histopathologique hépatique

Un indice histopathologique hépatique est calculé pour chaque espéce et chaque site d’échantillonnage. Cet
indice integre I'importance pathologique de chaque Iésion observée et son degré de dissémination dans
I’échantillon.

Données, dge, sexe, station. Chez le flet, I'indice histopathologique varie de 0 a 26. |l semble diminuer avec
I’age (entre 0 et 3 ans, Figure 12). L'indice histopathologique était similaire chez les flets de Z1 et BS2
(moyenne * erreur standard : 5,00 + 1,44 et 8,90 + 1,63, respectivement), et entre méale et femelle Tableau
12.

Chez la sole, I'indice histopathologique varie de 0 a 34. Il ne semble impacté ni par I'age (jusque 3 ans, Figure
12) ni par le sexe (Tableau 12). L'indice histopathologique était plus élevé chez les soles de Z1 que de BS2
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moyenne * erreur standard : 174 £ 2,6 et 9,06 £ 1,2, respectivement), les 3 autres stations ont une position
intermédiaire entre Z1 et BS2.

Espece. L'indice histopathologique hépatique était ca. 3,4 fois plus élevé chez la sole que le flet a Z1, mais il
était similaire a BS2 (Tableau 12). Cette différence entre espéces a aussi été mentionnée dans d’autres
études, a des niveaux moléculaire et sub-cellulaire : cassures de brins d’ADN, apparition de micronucléi et
activité enzymatique (Burgeot et al., 2017, Roubeix et al., 2023). Cette derniere étude suggérait une
meilleure adaptation du flet a des concentrations plus élevées de composés chimiques terrestres, liée a sa
position plus en amont dans I'estuaire (Roubeix et al., 2023).

Littérature. Les valeurs d’indice les plus basses enregistrées pour cette campagne sont comparables aux
valeurs reportées chez la sole juvénile provenant d’un estuaire précédemment contaminé et actuellement
en phase de récupération (Briaudeau et al., 2019). En comparaison, les valeurs enregistrées pour le site Z1
sont comparables aux niveaux reportés chez la sole apres exposition en laboratoire a des sédiments
naturellement contaminés (Briaudeau et al., 2020) ou a des contaminants modeles (Briaudeau et al., 2021,
Briaudeau et al., 2023).

n= 144 n= 120 <4y
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Figure 12 — Indice histopathologique hépatique calculé selon Bernet et al. (1999) et Costa et al. (2009) chez les flets et
soles prélevées en baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021, en fonction de la station (gauche)
ou de I'dge (droite).
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Tableau 12 - Effet de la station et du sexe des individus sur l'indice histopathologique hépatique.

Test de variance Test post hoc
Variable dépendante Variables indépendantes Variables ayant un Groupes différents (p <
(=testées dans le modele)> effet significatif 0,05)4
(p <0,05)3

Sole (age<3ans®)
Indice histopatho. hép. Station P=0,03 Z1 BS1 Z5 Z6 BS2
Ilall llabll llabll llabll llbl’

Indice histopatho. hép. Sexe

Flet

Indice histopatho. hép. Station P=0,04

Indice histopatho. hép. Station

Sole (age<3ans®) + Flet

Indice histopatho. hép. a Z1 Espece P <0,001 Sole > Flet

Indice histopatho. hép.a BS2  Espéce
12,345 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

3.2.5.3 Pathologies des gonades chez les poissons

Les prévalences des Iésions au niveau des gonades ont pu étre analysées pour 105 soles (76 femelles et 29
males) et 38 flets (11 femelles et 27 males). La liste et la proportion (en %) de chaque lésion identifiée au
niveau des gonades pour chaque sexe est présentée dans les Tableau 13 et Tableau 14. Aucune différence
spatiale n’a été identifiée entre prévalence (test du Z-score). Dans le cas des femelles, les cas d’accumulation
de lipides dans les ovocytes sont plus fréquemment observés chez les soles de Seine que chez les soles de
Somme, et ils ne sont pas observés chez les flets (de Seine et de Somme). Ces lésions peuvent indiquer un
stress général chez ces individus et ont été reportées chez la sole en réponse a une exposition en laboratoire
a des sédiments contaminés (Briaudeau et al., 2020), au benzo(a)pyrene (BaP) (Briaudeau et al., 2021) et au
Cd (Briaudeau et al., 2023).

Indice histopathologique des gonades

Données, dge, sexe, station. Chez le flet, I'indice histopathologique varie de 0 a 8 chez les femelles et 0 a 12
chez les males. Il ne semble pas évoluer avec I’age (entre 0 et 3 ans, Tableau 13). L’indice histopathologique
était similaire chez les flets de Z1 et BS2 et entre male et femelle (Figure 13 et Tableau 15).

Chez la sole, I'indice histopathologique varie de 0 a 24 chez les femelles et 0 a 10 chez les males, il est en
moyenne ca. 2 fois plus élevé chez les femelles que les males (Figure 13 et Tableau 15). Il ne semble pas
évoluer avec I'age (jusque 3 ans, Figure 13) et est similaire entre stations (Tableau 15). Ces valeurs sont
comparables a des niveaux reportés chez la sole sauvage provenant d’un estuaire précédemment contaminé
et actuellement en phase de récupération (Briaudeau et al., 2019).

Espéce. A 71, I'indice histopathologique des gonades est ca. 3 fois plus élevé chez la sole que le flet, mais ils
étaient similaires a BS2 (Tableau 15). Ce résultat est en accord avec les observations faites pour le foie.
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Tableau 13 — Prévalence (en %) des pathologies de la gonade identifiées chez les flets et soles mdles prélevées en

baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021.

Gonad alterations (chez les males) Flet Sole
Z1 BS2 Z1 Z5 Z6 BS2 BS1
n 14 13 8 4 8 4 5
Circulatory disturbances
Haemorrhage 25 13
Hyperaemia 13 50 40
Inflammatory responses
Melanomacrophage Centres (MMCs) 7 15 50 25 25 40
Granulomatous
Lymphocytic infiltration 23 13 25
Regressive changes
Necrosis 21 31 13 25 25
Intersex

Neoplastic lesions

Tableau 14 - Prévalence (en %) des pathologies de la gonade identifiées chez les flets et soles femelles prélevés en

baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021.

Gonad alterations (chez les femelles) Flet Sole
Z1 BS2 Z1 Z5 Z6 BS2 BS1

n 6 5 12 16 11 17 20
Circulatory disturbances

Haemorrhage 20 8 6 27 18 15

Hyperaemia 8 9 24 15
Inflammatory responses

Melanomacrophage Centres (MMCs) 17 8 12 5

Granulomatous 0

Lymphocytic infiltration 8 18 12 25
Regressive changes

Lipid in oocytes 58 63 73 35 35

Necrosis 17 40 25 19 27 41 25

Atresia 17 20 42 31 18 18 20

Intersex

Neoplastic lesions
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Figure 13 — Indice histopathologique pour la gonade calculé selon (Bernet et al., 1999) et Costa et al. (2009) chez les
flets et soles prélevées en baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021, en fonction de la station
(gauche) ou de I’dge (droite).

Tableau 15 - Effet de la station et du sexe des individus sur P'indice histopathologique de Lang pour la gonade.

Test de variance Test post hoc
Variable dépendante Variables indépendantes Variables ayant un effet Groupes différents
(=testées dans le modele)? significatif (p < 0,05) 3 (p<0,05)*

Sole (age<3ans®)

Indice histopatho. Gon. Station

Indice histopatho. Gon Sexe P <0,001 Fem > Male
Flet

Indice histopatho. Gon. Station

Indice histopatho. Gon. Station

Sole (age<3ans®) + Flet

Indice histopatho. Gon. a Z1 Espece P<0,01 Sole > Flet

Indice histopatho. Gon.a BS2  Espéce
12,345 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

3.3 Concentrations en contaminants

3.3.1 Contaminants organiques

Les analyses des contaminants organiques ont été réalisées dans le muscle de 30 poissons (5 individus par
station et espéce: 5 soles et 5 flets a Z1 et BS2, ainsi que 5 soles a BS1 et 5 soles a Z5) a CCEM
(Ifremer/Nantes). Les 30 individus sélectionnés étaient majoritairement des males (21 males/30) de 2 ans
(23 individus de 2 ans/30) mais des femelles et des individus de 1 an ont aussi été analysés pour s’ajuster aux
prélevements de terrain. Les effets de I'dge et du sexe sur les niveaux de contamination organique ont été
considérés négligeables pour des individus entre 1 et 2 ans.
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Parmi les 56 substances appartenant a 5 familles (PCB, OCP, HBCDD, PBDE, PFAS), la moitié (28/56) sont
retrouvés a des niveaux > LOQ dans plus de 90% des échantillons (>27/30) : la majorité des PCB : CB-28, CB-
52, CB-77, CB-101, CB-105, CB-118, CB-123, CB-126, CB-138, CB-153, CB-156, CB-157, CB-167, CB-169, CB-
180, CB-189 ; 2 métabolites du DDT : p,p’-DDE et p,p’-DDD, la dieldrine ; 2 PBDE : BDE-100 et BDE-154 et 7
PFAS : PFOS, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA, PFTeDA. A l'inverse, 13 substances sont observées chez
aucun ou 1 individu (B-HBCDD, y-HBCDD, CB-81, CB-114, Aldrin, Isodrin, Endrin, PFBS, PFHpS, PFDS, PFHXA,
PFHpA, i.e. <5% de quantification) et 8 sont observés dans moins de 50% des échantillons (a-HBCDD, o,p*-
DDT, B-HCH, 6-HCH, PBDE 99, PBDE 153, PBDE 183, PFHXS).

Pour un poisson avec un taux de lipide < 3 % (pf) comme la sole et le flet et pour les substances lipophiles
(PCB, OCP, PBDE, HBCDD), la comparaison au seuil se fait en pf. Dans ce cas, les seuils du Tableau 2 sont
convertis en pf avec le taux d’humidité moyen de I'espece, donc les valeurs converties dépendent de
I'espéce.

PCB

Les 7 PCB indicateurs (les 6 indicateurs + le dioxin-like (DL) CB-118) ont été quantifiés individuellement dans
la grande majorité des échantillons analysés, a des concentrations moyennes comprises entre 92 pg/g pf
pour le CB-28 et 5406 pg/g pf pour le CB-153. Les concentrations en X 7PCB varient de 0,59 a 87,86 ng/g pf
(et 0,50 a 77,21 ng/g pf pour la 2 6PCB considérée dans le seuil sanitaire : CB-28, -52, -101, -138, -153 and -
180). Les concentrations les plus élevées déterminées en Z1 sont du méme ordre de grandeur que les seuils
sanitaires fixés par la Commission Européenne pour la consommation humaine (75 ng/g pf).

Parmi les congéneéres de type non dioxine, les EAC (en pf) sont dépassés pour plusieurs congénéres en Seine
(Z1 et Z5 chez la sole et Z1 chez le flet). Pour le CB-118, le seul congénére de type dioxine parmi les 7
congéneres indicateurs communs, 100 % des individus (sole et flet) présentent des concentrations
supérieures a 'EAC sauf a BS1 ou 2 soles/5 présentent des concentrations supérieures a I'EAC (Figure 14).

Les profils de contamination en PCB sont ceux classiqguement observés chez les poissons, avec la
prédominance des congéneres hexachlorés CB-153 et CB-138, ces deux congéneres comptant pour 58 % de
la somme des 18 congéneéres (indicateurs et DL), heptachlorés (CB-180, 8 %) et pentachlorés (CB-101 et-118,
11 % et 14 %). Le ratio entre les 6 PCB indicateurs et PCB DL ( X CB-77, -81, -126, -169, -105, -114, -118, -123,
-156, -157, -167, -189) est en moyenne de 4,1 +1,1.

Pesticides organochlorés (OCP)

Parmi les OCP recherchés, les p,p’-DDE et p,p’-DDD sont les isoméres majoritaires (quantifiés dans 100 % des
échantillons), a des concentrations moyennes de 260 et 49 pg/g pf respectivement. La dieldrine est quantifiée
dans tous les échantillons également, a une concentration moyenne de 21,4 + 8,0 et 120,4 * 65,8 pg/g pf
chez la sole et le flet, respectivement. Les isomeres de 'HCH présentant les fréquences de quantification les
plus élevées sont les alpha et gamma (80 % et 70 % des échantillons respectivement) ; les isomeres beta et
delta présentent des fréquences de détection de 37 % et 20 % respectivement (Figure 14).

Le profil des différents isoméres de DDT montre la prédominance du p,p’-DDE (81 + 10 % de la somme des
isoméres en moyenne) suivi du p,p’-DDD (12 £ 5 %).

Le ratio (p,p’-DDE+p,p’-DDD)/ XZ5DDT, utilisé comme traceur du degré de dégradation du DDT, est en
moyenne de 0,93 + 0,06, indiquant clairement une origine ancienne (> 0,5). Le rapport o,p’-DDT/p,p’-DDT,
utilisé comme traceur de I'origine du DDT, est en moyenne de 0,16 + 0,03 (n = 10 individus pour lesquels les
2 congéneres sont >LOQ (i.e. les 10 flets)), indiquant le DDT technique (dans lequel le p,p’-DDT est
majoritaire) comme source de la contamination. Les profils en HCH indiquent que le lindane, interdit en 2008,
est a I'origine de la contamination (a/y <1, n=19).
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PBDE

Les BDE-28, -49, -100 et -154 sont quantifiés dans plus de 80% des échantillons. Les concentrations moyennes
par congénére sont comprises entre 1,3 pg g pf (BDE-28) et 40 pg g pf (BDE-47). Les concentrations de la
somme des 8 congénéres recherchés (BDE-28, -47, -49, -99, -100, -153, -154, -183) varient entre 1,3 pg g* pf
avec seulement 2 congénéres quantifiés (ou 4,36 pg g pf lorsque la valeur LOQ/2 est imputée aux
concentrations <LOQ, sole en BS1 (524)) et 367 pg g* pf (flet en Z1 (F20)). La somme des 6 congénéres de la
NQE (BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154) dépasse le seuil de 8,1 pg g pf, basé sur la santé humaine, dans les
muscles de 9 soles/10 en Seine et tous les flets (Z1 et BS2). Par contre, la NQE n’est pas dépassée chez les
soles en Somme. Les concentrations en congénéres individuels de PBDE sont tous inférieurs aux seuils FEQG
(Tableau 2).

Les profils moyens en congénéres de PBDE montrent la prédominance du BDE-47. Le BDE-47 et le BDE-100
comptent en moyenne respectivement pour 42 % et 29 % de la somme des congénéres. Comme rapporté
sur les soles de SELILORE 2017 et SELISEINE 2018 (Mauffret et al., 2019, Mauffret et al., 2021), une
contribution relativement importante du BDE-154 est observée ici (30 %), plus importante chez la sole (39 +
14 %) que chez le flet (12 £ 3 %) suggérant que la sole aurait de meilleures capacités métaboliques que le flet
(Stapleton et al., 2004).

HBCDD

Les 3 isoméres majoritaires de 'HBCDD ont été recherchés. L'isomere a a été quantifié dans 43 % des
échantillons a des concentrations comprises entre 0,9 (sole en 75 (S7)) et 23,8 pg/g pf (flet en 71 (F11)). Il
n’est pas quantifié dans les soles de Z1 ou de BS1. Les 2 autres isoméres recherchés (B et y) sont quantifiés
dans 0 et 1 (Z1F20) des 30 échantillons analysés. En se basant seulement sur les concentrations en a-HBCDD,
les concentrations sont 3 a 4 ordres de grandeurs inférieures a la NQE.

PFAS

Le PFOS, le PFNA, le PFDA, le PFUNDA et le PFTrDA sont retrouvés dans 100 % des échantillons. Les PFDoDA
et PFTeDA sont retrouvés dans 97 % des échantillons, et le PFOA est >LOQ dans 73 % des échantillons (Figure
14). Le PFOS est quantifié dans tous les échantillons a des concentrations comprises entre 134 (BS1, soles) et
1392 pg g pf (BS2, soles). Il est le PFAS majoritaire, composant en moyenne 67% de la somme des 15 PFAS
analysés. Ces concentrations sont inférieures a 'EQS du PFOS de 9,1 ng g? pf et la QE (empoisonnement
secondaire) de 33000 ng g* pf (Figure 14). Les concentrations en PFCA quantifiés a plus de 50% sont
comprises entre 6,6 pg g™ pf (PFOA, 8 C, en BS1, soles) et 1107 pg g pf (PFDA, 10 C, BS2, soles). A 'exception
d’une sole de BS2, les concentrations en PFOS, PFOA, PFNA et PFHxS sont inférieures aux seuils sanitaires
appliqués depuis Janvier 2023 aux poissons (Tableau 2). La sole BS2S6 présentait des concentrations en PFNA
de 0,59 ng g* pf, soit un dépassement du seuil fixé a 0,5 ng g* pf et des concentrations en somme des 4 PFAS
inclus dans le seuil (PFHxXS, PFOS, PFOA, PFNA) de 0,2004 ng g™* pf, soit un dépassement du seuil fixé & 0,2000

ng g pf.
Les concentrations sont du méme ordre de grandeur que celles observées en Seine en 2018. Des différences
significatives (p = 0,0004 pour PFOS et < 0,0001 pour X PFCA, test de Kruskal-Wallis) ont toutefois été

observées sur les soles en zone 1, avec des concentrations 3 a 4 fois inférieures en 2021 par rapport a 2018.
Pour les flets de Z1 et les soles de Z5, cette différence n’est pas observée.

Différences entre espéces et stations de SELIMANCHE 2021

Pour les contaminants hydrophobes PCB, DDT, PBDE, les analyses ont été menées en poids lipidique sur un
congénere de fort taux de quantification, considéré comme représentatif de chaque famille (Figure 14 et
Tableau 17). Ces substances sont en effet corrélées entre elles au sein de chaque famille avec un coefficient
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de Pearson > 0,8 sauf pour les PCB : CB-77, CB-126 et CB-169 : r 2 0,64, pour les DDT : p,p’-DDE et p,p’-DDT :
r = 0,69 et sauf pour les PBDE entre BDE-47 et BDE-154, r = 0,76 (Figure 31).

Pour les contaminants lipophiles (PCB, DDT, PBDE), les concentrations sont plus élevées chez le flet que la
sole, et en Seine qu’en Somme (Tableau 17). Pour ces substances, il est donc probable que la source
principale de contamination de la Manche (coté France) soit en Seine (Figure 31).

Pour la dieldrine, I'effet de I'espéce dépend de la station : les flets de Seine et les soles de Z5 sont plus
contaminés que les soles de BS1, et les groupes Flet_BS2, Sole_Z71, Sole_BS2 présentent des concentrations
intermédiaires. Les données suggerent que la dieldrine viendrait d’'une source plus diffuse sur I'ensemble des
cotes de la Manche que les PCB, DDT et PBDE.

Pour les PFAS, les analyses ont été menées en poids humide avec le PFOS comme représentant des acides
sulfoniques et le PFNA et PFTeDA comme représentant des acides carboxyliques. Le PFNA est relativement
bien corrélé aux autres acides carboxyliques quantifiés dans les 30 échantillons analysés (p = 0,74), et le
PFTeDA, légerement moins (p 2 0,46, sans compter le PFOA quantifiés dans 22/30 échantillons, Figure 31).
Les concentrations en PFAS semblent similaires entre sole et flet Tableau 17. Les concentrations en PFOS
sont aussi similaires en Seine et Somme, les concentrations en PFNA semblent plus élevées en Seine qu’en
Somme et, inversement, les concentrations en PFTeDA semblent plus élevées en Somme qu’en Seine.

Tableau 16 - Teneurs en lipides (% pf) et concentrations (moyenne, min-max (avec les <LOQ), n>LOQ/ntot, pg/g pf) en
contaminants organiques dans les muscles de soles et flets prélevés en baies de Seine et Somme lors de la campagne
SELIMANCHE 2021 (n = 5/couple Espéce*Station, données <LOQ substituées par LOQ/2).

Sole
Z1 0,5 9 460 140 24,8 0,38 3,7 <Lo0Q 492,3 178,7
0,44-0,62  4554-14210 77-215 15,1-34,7 0,22-0,59 1,4-6,6 2,8-3,4 302,2-857,3 148,2-219,5
5/5 c 5/5 5/5 4/5 5/5 0/5 5/5 c
Z5 0,4 7 139 98 24,8 0,28 3,3 1,1 717,8 203,9
0,28-0,44 5995-7 903 83-129 12,7-37,2 0,12-0,62 1,9-4,2 0,7-1,7 332,9-1348,2  102,0-392,6
5/5 c 5/5 5/5 3/5 5/5 3/5 5/5 c
BS2 0,5 1709 45 21,1 0,36 1,2 1,5-2,1 655,4 777,1
0,40-0,55 1579-2 041 38-60 16,6-28,7 0,27-0,60 0,8-1,7 0,7-2,1 417,8-1394,7  314,0-2284,4
4/4 c 5/5 5/5 5/5 5/5 2/5 5/5 c
BS1 0,5 733,3 30 14,9 0,37 0,9 <LOQ 386,2 204,8
0,38-0,76 603-1039 24-38 9,6-28,9 0,15-0,70 0,7-1,1 0,5-0,8 133,7-935,4  115,9-309,0
5/5 c 5/5 5/5 2/5 5/5 0/5 5/5 c
Flet
Z1 1,9 58 832 1029 176,3 2,57 41,7 13,7 572,6 297,4
1,50-2,36 49 369-87 853 769-1591 119,3-232,3  1,06-3,59 33,0-67,0 8,3-23,8 354,5-732,1 149,2-416,4
5/5 ¢ 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 ¢
BS2 1,4 5942,1 216 64,7 1,53 7,4 1,2 774,5 283,0
0,99-2,21 9191-37325 135-316 46,2-91,0 0,52-3,60 4,0-11,4 0,64-2,1 673,4-869,0  219,6-325,8
5/5 ¢ 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 ¢

. (CB-28, -52,-101, -118, -138, -153, -180

b: PFOA, PFNA, PFDA, PFUNDA, PFDoDA, PFTrDA, PFTeDA

¢: n>LOQ/ntot: non pertinent pour les sommes. Les 2 sommes du tableau sont basées sur des substances
majoritairement quantifiées : 1) Pour la somme des PCB, tous les congéneres sont quantifiés dans tous les échantillons
sauf CB-28 et CB-52 qui sont <LOQ (pour la sole numéro 23 de la station BS1 : BS1523), 2) Pour la somme des 7 PFCA,
PFOA (>LOQ : 22/30), PFDoDA et PFTeDA (29/30), les 4 autres substances sont >LOQ dans les 30 échantillons.
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Comparison to assessment criteria (<LOQ=L0OQ, n=30)

poids lipidique pour comparaison spatiale et entre espéce.

afagQ

Qualité

AFNOR CERTIFICATION.
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Figure 14 — Concentrations en contaminants organiques dans les muscles de flets et soles de 1 et 2 ans prélevées en

baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021, A : en poids humide pour comparaison aux seuils
(rouge : seuil santé environnementale (hachuré : flet, pointillé : sole),

), B:en
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Figure 15 — Profil de contamination dans les muscles de flets et soles de 1 et 2 ans prélevées en baies de Seine et
Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021 pour les principales familles de contaminants organiques quantifiées.

Tableau 17 - Effet de I'espéce, la station et leur interaction sur les concentrations en contaminants organiques
(sélection de 6 substances quantifiées dans 100% des échantillons, effets testés : Espéce*Station, <LOQ=L0OQ/2).

Test de variance Test post hoc Approche?
Variable Variables indépendantes Variables ayant un Groupes différents (p < 0,05)“
dépendante (=testées dans le effet significatif
modeéle)? (p <0,05)3
CB-118 Espéce*Station Espece : P=0,024 Flet > Sole AQV + Tukey
(log lip) Station : P <0,0001 7175 BS2 BS1
llall Ilall llbll “C“
p,p'-DDE Espéce*Station Espece : P <0,0001 Flet > Sole AQV + Tukey
(log lip) Station Station : P < 0,0001 7175 BS2 BS1
llall Ilall llbll “C“
Dieldrin Espece*Station Espece : P =0,002 Flet > Sole AQV + Tukey
(log lip) 5 Station : P < 0,0001 7175 BS2 BS1
g g g
Espece_Station : P = Flet_Z1 Sole_Z5 Flet_BS2 Sole_Z1 Sole_BS2 Sole_BS1
0’02 Ilall llabll llbll llbcll llbcll Ilcll
BDE-100 Espéce*Station Espece : P <0,0001 Flet > Sole AQV + Tukey
(log lip)
Station Station : P < 0,0001 7175 BS2 BS1
llall Ilall llbll llbll
PFOS (log Espéce*Station P >0,05 NA AQV + Tukey
ww)
PFNA (log Espéce*Station Station : P < 0,001 BS2 BS1 27175 AOV + Tukey
WW)E Ilall llabll llbcll llcll
PFTeDA Espece*Station Station : P < 0,001 7571 BS2 BS1 AQV + Tukey
(Iog WW)E llall Ilall llbll llcll

12,3, 4 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

> Dieldrine : I'interaction Espéce*Station est légérement significative, les effets principaux sont donc rapportés a titre indicatif mais
I'effet a considérer est I'interaction.

6 PFNA : 1 outlier a BS2 retiré pour ’ANOVA (BS256, Figure 14) pour ne pas déséquilibrer 'analyse et rester dans les conditions

d’application des tests. Mais avec ou sans I'outlier la conclusion est la méme : les poissons de la station BS2 présentent aussi des
concentrations supérieures aux 3 autres stations.
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3.3.2 Contaminants métalliques

Parmi les ETM recherchés, certains sont essentiels pour le vivant (oligoéléments e.g. Cu, Fe, Zn), mais
présentent un optimum d’action dans une certaine gamme de concentrations. lls deviennent ainsi déficients
ou toxiques a des concentrations faibles ou élevées. D’autres n’ont aucun réle biologique connu chez les
organismes testés (e.g. Ag, Cd, Hg, Pb et Sn parmi les ETM ciblés) et présentent ainsi un risque de toxicité
potentiel dés lors qu’ils sont présents dans le milieu et bioaccumulés par les organismes.

Au total, pour la campagne SELIMANCHE 2021, 10 flets (1-2 ans) et 40 soles (29 individus de 1-2 ans sur
I’ensemble des stations + 9 individus de BS1 entre 3 et 13 ans, et 2 individus de BS2 de 3 et 11 ans) ont été
analysés pour leurs concentrations en Hg dans le muscle, et en 19 éléments traces dans le foie (Ag, As, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Tl, U, V, Zn). Sur ces 20 éléments recherchés, seuls ceux
présentant des critéres analytiquement corrects sont ici représentés, décrits et testés statistiqguement
(i.e. taux de récupération satisfaisants par rapport aux CRM, et plus de 50% des concentrations estimées
>LOQ ; voir ci-dessus « Analyses statistiques, gestion de données censurées »), a savoir : Hg dans le muscle,
et Ag, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Tl, U, V et Zn dans le foie (soient 15 éléments).

n= 25 soles from BS1 and BS2 (1- 13 )
Outliers removed: Tl (BS254 2y, BS2S510 1y) et V (BS1S7 1y)

Ag Cd Co Cu Fe
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Figure 16 — Concentrations en ETM mesurées dans le muscle (Hg) ou le foie (autres éléments) de soles prélevées en
baie de Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021 en fonction de A : I'Gge des soles dgées 1 a 13 ans (Pearson
corrélation).
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Figure 17 — Concentrations en ETM mesurées dans le muscle (Hg) ou le foie (autres éléments) de flets et soles prélevés
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en baies de Seine et Somme lors de la campagne SELIMANCHE 2021, en fonction de la station pour les individus de 1

et2ans. Ligne rouge : seuil santé environnementale (NQEsec. pois. pour le Hg) ;



Tableau 18 - Effet de I’espéce, la station et leur interaction sur les concentrations en éléments traces métalliques pour
les individus de 1 et 2 ans (n = 39).

Variable Test de variance Test post hoc

dépendante Variables Variables ayant un Groupes différents (p < 0,05)*
indépendantes (=testées effet significatif
dans le modeéle)? (p<0,05)2

Ag (log ww)  Espece*Station Espéce: p<0,0001 Sole > Flet

Station: p<0,0001 BS1BS2757671
ngt gt g "abh" "p"

Cd (log ww)  Espece*Station Espéce : p<0,0001 Flet> Sole

Co (log ww)> Espece*Station Espéce : p<0,0001 Flet > Sole
Espéce_Station: p = Flet_Z1 Flet_BS2 Sole_Z6 Sole_Z5 Sole_BS2 Sole_BS1 Sole_Z1
0,02 llall Ilall llbll llbll llbll Ilbll Ilbll

Cu (log ww)  Espece*Station Station : p =0,02 BS1 276 BS2 2571

llall llabu llabn llabn Ilbll

Fe (logww)  Espéce*Station

Hg (log ww)  Espece*Station Espéce : p=0,0005 Flet > Sole
Station : p=0,01 ns
Li (log ww) Espéce*Station
Mn (log ww)  Espéce*Station Espéce: p<0,0001 Sole > Flet
Mo (log ww)  Espece*Station Espéece : p=0,03 Sole > Flet
Ni (log ww) Espéce*Station Espéce_Station: p = Flet_Z1 Sole_Z5 Sole_Z6 Sole_Z1 Sole_BS2 Sole_BS1 Flet_BS2
0,02 llall Ilabll Ilabll Ilabll Ilabll llabll llbll
Pb (log ww)  Espece*Station Station : p =0,02 Z5 BS1 71 BS2
llall Ilabll Ilabll Ilbll
Tl (log ww)>  Espéce*Station Espéce : p=0,0001 Sole > Flet

Station : p =0,001 BS2 BS176 7571
I NN
Espéce_Station: p = Sole_BS2 Sole_BS1 Sole_Z6 Sole_Z5 Sole_Z1 Flet_BS2 Flet_Z1

0’005 llall Ilabll Ilbcll Ilbcll Ilbcll Ilbcll llcll
U (log ww) Espéce*Station Espéece : p=0,02 Flet > Sole
V (log ww)>  Espéce*Station Espéce : p = 0,027

Station : p = 0,027

Zn (log ww)  Espéce*Station Espéce: p<0,0001 Flet> Sole

12,3, 4 yojr description de I'approche dans la légende du Tableau 5

>Co, Tl et V: 1 outlier Co (Z1F10), 2 outliers Tl (BS254 et BS2510) et 1 outlier V (BS1S7) retirés pour ’ANOVA ( Figure 14) pour ne pas déséquilibrer
I'analyse et rester dans les conditions d’application des tests. 1) Pour Co : les effets observés différent pour Flet_BS2 qui devient similaire a Flet_Z1
(sans outlier : « a », « a », avec l'outlier « a », « b ») 2) Pour Tl : les effets observés sont les mémes avec ou sans outlier, 3) Pour V, avec 'outlier '"ANOVA
est non significative (p < 0,05) et sans I'outlier, les effets « Espéce » et « Station » deviennent significatifs avec 0,01 < p < 0,05 indiqué dans le tableau.

SLes effets significatifs observés avec test shapiro p < 0,05 sont similaires aux groupes observés avec les tests non paramétriques, avec quelques
différences sans impact sur les conclusions discutées

7 Dans certains cas (effet station pour Hg et U), les ANOVA donnent I'effet station avec un p-value significatifs (proche de 0,05) mais les tests post hoc
de Tukey ne trouvent pas de différences entre stations (non significatifs : ns).

Variabilité des concentrations en fonction de I'dge

L'effet potentiel de I’dge sur les concentrations en ETM mesurées a pu étre évalué chez les soles de Somme
seulement (stations BS1 et BS2, avec des ages variant entre 1 et 13 ans, N= 25 sur les 50 poissons analysés
au total). Pour 4 des 15 éléments finalement retenus (i.e. Fe, Li, Tl et Zn), les relations entre concentrations
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mesurées et ages des soles sont non-significatives (p > 0,05 ; Figure 16). Cependant, une relation significative
et positive est observée entre les concentrations et I’age pour tous les autres ETM a commencer par le Hg
mesuré dans le muscle (Pearson R = 0,66, p = 0,0003) mais aussi Ag, Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, U et V
mesurés dans le foie (tous p < 0,05 ; Figure 16). Ces relations confirment ainsi la nécessité de limiter la gamme
d’ages considérée lors de comparaisons ultérieures. Néanmoins, les concentrations en ETM sont similaires
chez les soles de 1 et 2 ans (p > 0,05 pour tous les éléments aux stations ou cela a pu étre testé, ie. BS1 et
BS2). La gamme d’age des flets analysés ne permettait pas de tester I'effet de I’age sur les concentrations en
ETM. Dans I'attente de plus de données pour le tester plus spécifiquement, nous avons considéré que I'effet
de I'age observé chez la sole pouvait dans une certaine mesure étre étendu au flet. Ainsi la variabilité spatiale
et interspécifique des concentrations en ETM (15 éléments sélectionnés) dans la suite du rapport est
effectuée sur les individus de 1 et 2 ans.

Différences entre espéces et stations de SELIMANCHE 2021

Les différences de concentrations entre espéces et entre stations ont été testées en ne considérant que les
individus agés de 1 et 2 ans (N= 39 sur les 50 poissons analysés au total, Figure 17, Tableau 18).

En termes de différences entre espéces, le flet présente des concentrations significativement plus élevées
que la sole pour Hg dans le muscle, Cd, Co, U et Zn dans le foie et, inversement, des concentrations
significativement plus faibles que la sole pour Ag, Mn et Mo et Tl pour toutes les stations analysées (i.e.
indépendamment de I'effet « station ». Les concentrations en Cu, Fe, Li, Pb et V semblent similaires chez le
flet et la sole (Tableau 18).

En termes de différences entre stations, les concentrations sont plus élevées chez les poissons de Somme
gue de Seine pour Ag, Cu et Tl pour le flet et la sole (i.e. indépendamment de |'effet « espéce »). Pour Hg, V
et Pb, les concentrations sont a l'inverse plus élevées chez les poissons de Seine que de Somme, ce qui est
surtout observé chez le flet pour Hg et V, alors que cela concerne la sole pour le Pb. Enfin, quelle que soit
I'espece, les concentrations en Cd, Co, Fe, Li, Mn, Mo, U et Zn dans le muscle des poissons semblent similaires
sur les différentes stations analysées en baies de Seine et Somme (i.e. aucun effet station, Tableau 18).

Pour le Ni, I'effet de I'espéce dépend de la station (interaction espece_station significative) avec les
concentrations en Ni qui sont les plus élevées chez les flets de Z1 et les plus faibles chez les flets de BS2 avec
les soles de Seine et Somme qui présentent des concentrations intermédiaires. Autrement dit, les flets de
Somme sont plus contaminés en Ni que les flets de Seine ; cette différence Seine/Somme n’est pas retrouvé
chez les soles. Pour Co et Tl, un effet de l'interaction espéce_station est détecté mais les différences
observées reviennent aux effets principaux : une différence entre espéce (Flet > Sole pour Co, Sole > Flet
pour Tl) et un effet station Somme>Seine pour Tl qui est discuté ci-dessus ; ces interactions ne sont donc pas
discutées dans ce rapport en dehors des effets principaux ci-dessus.

Certaines de ces différences entre especes avaient déja été observées en 2018 en Baie de Seine (Z1 ; e.g. sole
> flet pour Ag ; flet > sole pour Cd, Hg et Zn).

Ainsi, comme observé sur SELISEINE 2018, peu de différences entre stations sont observées, et aucune des
deux espéces ne présente des concentrations systématiquement plus élevées ou plus faibles par rapport a
I'autre pour I'ensemble des ETM ciblés. Aussi, les différences interspécifiques significatives observées pour
certains éléments sont relativement constantes, suggérant un effet espece plus important que I'effet station,
en tout cas a I'échelle spatiale considérée, et des mécanismes de régulation des différents ETM propres aux
différentes espéces (i.e. mise en place de ces mécanismes a I'échelle de I'espéce ; (Phillips and Rainbow,
1989)).

En termes de comparaison avec les seuils européens existants pour les poissons, les concentrations en Hg,
Cd et Pb mesurées chez les soles et les flets sont toutes inférieures aux seuils sanitaires respectifs a ces 3
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éléments mesurés dans le muscle (Hg) ou le foie (Cd et Pb, Figure 17; valeurs des seuils reportées dans le
Tableau 2). Par contre, la NQE Hg (0,020 mg/kg pf) est dépassée pour tous les flets (N = 10) analysés pour ce
métal dans le muscle, et pour 37 individus de soles sur les 40 analysés (Figure 17).

Différences entre années et entre estuaires, au regard des résultats obtenus sur les précédentes SELI

Des comparaisons peuvent désormais étre réalisées sur les résultats obtenus pour les ETM sur les différentes
campagnes SELI :

- Comparaison des résultats obtenus chez la sole (Figure 18) entre les campagnes SELILOIRE 2017 et 2020 en
baies de Loire et de Vilaine, et SELISEINE/SELIMANCHE en baie de Seine (2018 et 2021) et/ou baie de Somme
(2021).

- Comparaison des résultats obtenus chez le flet (Figure 19) entre les campagnes SELISEINE en baie de Seine
(2018 et 2021) et/ou baie de Somme (2021).

Pour une espece donnée, ces comparaisons ont évidemment pu étre réalisées pour les ETM communs a
toutes les campagnes uniquement (soient 5 éléments pour les soles, et 11 éléments pour les flets ; Figure
18). Aussi, seuls les individus de classes d’ages et/ou de tailles similaires aux 3 campagnes ont été considérés
pour cette comparaison (i.e. 4ges 1 a 3 ans maximum, et/ou tailles totales inférieures a 35 cm quand I'age
n’était pas disponible, cas de SELILOIRE 2017).

Soles. D’une maniére générale, les soles collectées en baies de Seine et/ou Somme en 2018 et 2021 ont des
concentrations en Hg dans le muscle significativement plus élevées que celles prélevées en embouchures de
la Loire et de la Vilaine 2017 et 2020, surtout celles de Seine en 2021 (Figure 18). A I'inverse, les soles
collectées en embouchure de la Vilaine en particulier, en 2017 et 2020, présentent toujours les
concentrations en Hg dans le muscle les plus faibles par rapport a toutes les autres zones et années (Figure
18). Pour le Pb dans le foie, ce sont les soles collectées en embouchure de la Loire qui présentent
systématiquement les concentrations les plus élevées, notamment celles collectées en 2017 (Figure 18). Les
poissons de Loire sont en effet encore régulierement documentés pour présenter des concentrations en Pb
plus importantes que ceux issus d’autres estuaires (e.g. Schnitzler et al., 2011, Kerambrun et al., 2013, Lebigre
et al., 2022). Ceci est probablement lié a la contamination historique de la Loire par le Pb, due a la localisation
d’une usine produisant des additifs au Pb pour les essences automobiles dans cet estuaire fermée au début
des années 2000 suite a I'interdiction de ces additifs (Claisse, 1989, Couture et al., 2010), bien que les
tendances a long terme indiquent une décroissance des concentrations mesurées dans les organismes
ligériens (Briant et al., 2024). Pour Cd et Cu, seules les soles de Loire de 2017 présentent des concentrations
moyennes dans leurs foies significativement plus élevées par rapport a toutes les autres zones et années.
Enfin pour Zn, les concentrations mesurées dans les foies de soles apparaissent relativement similaires,
toutes zones et années confondues (Figure 18).
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Figure 18 — Concentrations en ETM (mg/kg poids frais) mesurées dans le muscle (Hg) ou le foie (autres éléments) des
soles issues de différentes campagnes i) SELILOIRE 2017 (n=5 pools d’individus pour les stations L1 et L2 en embouchure
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de la Loire, n=8 pools d’individus pour les stations V1, V2 et V3 en embouchure de la Vilaine), ii) SELISEINE 2018 (stations
Z1, Z4 et Z5 en embouchure de Seine, n=14 individus), iii) SELILOIRE 2020 (n=26 pour Hg et n=18 pour les autres ETM
pour les stations L1, L2 et PTCR en embouchure de la Loire, n=6 pour la station V1 en embouchure de la Vilaine), et iv)
SELIMANCHE 2021 en baies de Seine et Somme (n=15 individus pour les stations Z1, Z5 et Z6 en embouchure de la Seine,
n=19 individus pour les stations BS1 et BS2 en embouchure de la Somme). Seuls les ETM et dges ou tailles (1 a 3 ans,
et/ou inférieures a 35 cm) en commun entre les quatre campagnes ont été pris en compte. Les seuils sanitaires existant
pour Cd, Hg et Pb sont indiqués en rouge, et le seuil environnemental (NQE) pour le Hg en bleu. Les éléments sont
présentés de gauche a droite par ordre alphabétique. Des lettres similaires indiquent que les groupes ne sont pas
significativement différents entre eux (i.e. p < 0,05) selon les tests post-hoc de comparaison deux a deux avec correction
de Holm, suivant le test non-paramétrique comparaison multiple de Kruskal-Wallis.

Flets. Les flets collectés en embouchure de la Seine en 2021 ont tendance a montrer des concentrations
significativement plus élevées en plusieurs ETM par rapport a ceux collectés en 2018, et par rapport a ceux
collectés en baie de Somme (Figure 19), notamment pour Co et V, et dans une moindre mesure Cd, Fe, et Hg
(i.e. différence avec les flets de 2018 uniquement). En 2021, les flets de Seine n’avaient été collectés qu’en
station Z1 la plus proche de I'embouchure, alors qu’en 2018 les individus avaient été collectés sur la station
Z5 également, plus éloignée, ce qui pourrait en partie expliquer ces différences. Les flets collectés en
embouchure de la Somme montrent quant a eux des concentrations significativement plus élevées en Zn
uniquement et plus faible en Mn, par rapport a ceux collectés en Seine en 2018 et 2021 (Figure 19). Ce
schéma n’ayant pas été retrouvé chez les soles pour le Zn, il est peu probable que cela soit lié a une
contamination particuliére de la Somme par rapport a la Seine.
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Figure 19 — Concentrations en ETM (mg/kg poids frais) mesurées dans le muscle (Hg) ou le foie (autres éléments) des
flets issues de différentes campagnes i) SELISEINE 2018 (stations Z1 et Z5 en embouchure de Seine, n=16 individus), et
ii) SELIMANCHE 2021 en baies de Seine et Somme (n=5 individus pour la station Z1 en embouchure de la Seine, n=5
individus pour la station BS2 en embouchure de la Somme). Seuls les ETM et dges (1-2 ans dans tous les cas) en commun
entre les deux campagnes ont été pris en compte. Les seuils sanitaires existant pour Cd, Hg et Pb sont indiqués en rouge,
et le seuil environnemental (NQE) pour le Hg en bleu. Les éléments sont présentés de gauche a droite par ordre
alphabétique. Des lettres similaires indiquent que les groupes ne sont pas significativement différents entre eux (i.e.
p < 0,05) selon les tests post-hoc de comparaison deux a deux avec correction de Holm, suivant le test non-paramétrique
comparaison multiple de Kruskal-Wallis.
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3.4 Approche intégrée

Plusieurs possibilités ont été explorées pour intégrer les données.

3.4.1 Analyse multivariée

Les analyses multivariées (e.g. Analyse en Composante Principale, ACP) sont possibles avec des individus
pour lesquels il n’y a pas de données manquantes (NA). Dans le jeu de données SELIMANCHE 2021, seuls 22
individus n’ont pas de donnée manquante pour I'ensemble des biomarqueurs, contaminants organiques et
éléments traces métalliques (N = 22 sans NA). Dans certains cas, les données manquantes sont remplacées
par la médiane de la série pour éviter de perdre I'individu tout en minimisant le poids de cette valeur
arbitraire dans I'analyse (valeur centrale). Ces cas sont précisés a chaque fois et sont considérés acceptables
s’ils ne sont pas trop nombreux, i.e. quelques individus par série sans qu’il n'y ait de régle précise. Les
variables pour lesquelles il y a trop de valeurs <LOQ ou de NA ne sont pas considérées dans I’analyse. Les
variables individuelles sont préférées aux sommes qui peuvent masquer des variabilités des composés
individuels et posent le souci de I'intégration de données censurées (<LOQ) dans la somme. Les données de
concentrations sont log-transformées puis les données sont centrées-réduites. Les concentrations en
contaminants organiques lipophiles sont normalisées par le taux de lipides (i.e. exprimé en pg/kg pl). Les
données qualifiées a dire d’expert comme fausses ou douteuses sont retirées de I'analyse.

3.4.1.1 Analyse en Composante Principale (ACP)

Dans un premier temps, 3 ACP ont été réalisées, selon le type de variable (biomarqueurs « bio »,
contaminants organiques « orga » et éléments traces « ETM »). L’objectif est d’observer la répartition des
données et les liens entre variables.

1- Jeu de données « Bio » : N =136 individus de 0 a 3 ans (37 flets (10 F et 27 M) et 99 soles (72 F et 27 M)).
Le jeu de données comprend les soles et flets de 3 ans et moins. De plus, d’apres la relation taille 4ge des
soles et flets de la zone Seine et Somme (Figure 4), les individus de moins de 25 cm sont trés probablement
agés de moins de 3 ans, nous avons donc conservés pour I’ACP les individus de <25 cm parmi les individus
non agés. Douze biomarqueurssont représentés : 2 métabolites de HAP (OH-pyrene, OH9BaP), 2
biomarqueurs de génotoxicité (cassure de brins d’ADN (Comet), fréquence de micronoyaux (MN)), 1
biomarqueur de neurotoxicité (AChE), 5 marqueurs d’intégrité des lysosomes (LMS, Vv, S/V, Nv, Vv(NL)) et 2
indices histologiques (Lang Index pour les gonades et le foie). Les données manquantes sont remplacées par
la médiane, i.e. sur les 136 individus :

AChE : 13, COMET_Tail : 8, GON_Lang.Index : 3, LIV_Indiv.Index : 4, LMS : 20, MN.1000.C: 0, S.V, Vv et Nv :
15, Vv.NL: 12, OH9BaP et OHPyr : 15,

Une ACP avec flet et sole ensemble (n = 136) est largement marquée par un effet station (r>= 0,44, p = 0,001)
et espéce (r> = 0,36, p = 0,001), et de maniére moins forte par un effet de I’dge et du sexe (r>= 0,19 et 0,10,
respectivement). Pour la section « ACP », ces coefficients de corrélation et p-value correspondent a I'analyse
d’ajustement des 4 variables (station, espéece, age et sexe) sur I’ACP. Ces coefficients rendent compte du bon
ajustement du modele et expriment la part de I’ACP explicable par ces 4 facteurs. Deux ACP (une par espece)
ont donc été effectuées pour délier I'effet station de I'effet de I'espece (Figure 20).

Pour les flets, il y a une claire distinction entre Seine (Z1) et Somme (BS2, r?> = 0,38, p = 0,001) sur la
distribution des biomarqueurs. Les réponses chez les individus de Seine sont plus altérées pour les
concentrations en métabolites de HAP, I'inhibition de I'activité de I’AChE et la stabilité de la membrane
lysosomale (LMS, ces 2 derniers biomarqueurs répondent au stress par une inhibition ou une diminution du
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temps de labilisation) ; les individus de Somme montrent des réponses plus altérées qu’en Seine pour les
cassures de brins d’ADN et les indices histologiques.

Pour les soles, il y a aussi une claire distinction entre Seine (Z1, Z5, Z6) et Somme (BS2, BS1, r? = 0,44 pour
effet « station » et 0,33 pour effet « Zone », p = 0,001) avec des réponses chez les individus de Seine plus
altérées pour les concentrations en métabolites de HAP, les cassures de brins d’ADN, et les indices
histologiques alors que les individus de Somme montrent des réponses plus altérées qu’en Seine pour
I'inhibition de I'activité de I’AChE (neurotoxicité). La fréquence de micronoyaux n’est pas bien représentée
sur les axes 1 et 2 de I'ACP (abscisses < 0,2) et 'AChE est peu représentée sur I'axe 1 de I'ACP sole
(abscisse = 0,15, Tableau 24).

2- Jeu de données « Orga » : N = 30 individus de 1 et 2 ans, 10 flets (10 males, 4 et 6 de 1 et 2 ans, resp.) et
20 soles (9 F (2 et 7 de 1 et 2 ans, resp.) et 11 males (1 et 10 de 1 et 2 ans, resp.). Les concentrations sont
représentées en poids lipidiques pour les PCB, OCP et PBDE, et en poids humide pour les PFAS (pas de donnée
manquante). Pour une meilleure lisibilité des ACP, 15 contaminants organiques sont sélectionnés pour la
suite des analyses.

e Parmi les PCB, tous les congéneres sont corrélés entre eux (Figure 31), 3 PCB sont sélectionnés : le
CB-153 (6 atomes de chlore, non coplanaire) a été sélectionné comme représentant majoritaire des
PCB non dioxine-like les plus chlorés, le CB-28 pour représenter les PCB moins chlorés (3 atomes de
chlore, non coplanaire) et le CB-118 (5 atomes de chlore, planaire) a été pris comme représentant
majoritaire des PCB de type dioxine.

e Parmiles OCP, 3 substances sont retenues : la dieldrine et le p,p’-DDE sont utilisés (quantifiés dans
100% des échantillons) et le gamma-HCH est utilisé comme représentant HCH le plus quantifié (70%)
des HCH.

e Parmi les PBDE, tous les congénéres sont corrélés entre eux (Figure 31), les 3 congéneres les plus
quantifiés (> LOQ) sont conservés, i.e. le penta-BDE : BDE-100 (100%), hexa-BDE : BDE-154 (100%) et
le tetra-BDE : BDE-49 (87%).

e Les congéneres de HBCDD sont quantifiés dans moins de 50% des échantillons et donc non retenu
pour I’ACP. Par exemple le a-HBCDD qui est le congénere le plus quantifié, est supérieur a la LOQ
dans 13/30 échantillons.

e Parmi les PFAS retenus sont ceux quantifiés dans 100% des échantillons et le PFOA (>LOQ dans
29/30), et parmi les 6 moins corrélés entre eux : PFOS, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA (Figure
31).

Sur I’ACP avec flet et sole ensemble (n = 30), I'effet station est plus important que I'effet espece sur cet ACP
(Espéce : r2=0,14, p=0,01, Station : r2= 0,55, p = 0,001). Pour les contaminants organiques, nous détaillerons
donc plus I’ACP avec les 2 especes ensemble : I'axe 1 représente 55% de la variabilité en concentrations des
15 contaminants organiques représentés. Cet axe est fortement corrélé aux concentrations en PCB, OCP et
PBDE et anti-corrélés au PFNA avec dans |'ordre : flets de Seine > soles de Seine (Z1 et Z5 semblent similaires)
> flets et soles de Somme. Les PFAS sont mieux corrélés a I'axe 2 que I'axel. L'axe 2 représente 26% des
données permet de distribuer les individus selon leur concentration en PFAS mais un gradient entre station
n’'est pas détecté, le sexe, I'age et I'espéce ne permette pas non plus d’identifier une explication de la
variabilité des PFAS sur 'axe 2 Figure 20).

3- Jeu de données « ETM » : N = 44 individus de 1 a 3 ans, principalement des males (10 Flets (M) et 34
soles (19 F et 15 M). Les concentrations en 14 ETM sont représentées en poids sec : Ag, Cd, Co, Cu, Fe, Li,
Mn, Ni, Pb, Tl, U, V et Zn dans le foie, et Hg dans le muscle (aucune valeur manquante).
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Une ACP avec flet et sole ensemble (n = 44, < 4 ans) est largement marquée par un effet espéce (r* = 0,46, p
< 0,001) puis station (r* = 0,29, p = 0,002), et de maniére moins forte par un effet de I'dge et du sexe, r? =
0,14 (p=0,008) et 0,14 (p=0,004), respectivement. Deux ACP (une par espece) ont été donc été effectuées
pour délier I'effet station de I'effet de I'espéce (Figure 20).

Pour les flets, I'axe 1 explique 52% de la variabilité des données. Onze des 14 ETM sont positivement corrélés
avec des abscisses > 0,5 indiquant qu’ils sont bien représentés par cet axe : Li, Ni, V, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo,
Ag, Cd, Tl, Pb, U, Hg (Tableau 26). Les flets se distribuent en Seine et Somme sur I'axe 2, avec notamment des
concentrations en Cu, Zn, Ag et Pb plus élevée en Somme et des concentrations en Ni plus élevées en Seine
(Tableau 26). L'effet « Station » pour les flets est moins significatif que I'effet « Station » sur les
biomarqueurs (r> = 0,46, p = 0,009). De la mé&me maniére pour les soles, 11 des 14 ETM sont bien représentés
sur I'axe 1 (abscisses < -0,5, Tableau 26) qui explique 41% de la variabilité en ETM. Par contre, I'effet Zone se
retrouve sur I'axe 2 avec notamment des concentrations en Cu, Mo, Ag et Tl plus élevées en Somme et des
concentrations en Pb plus élevées en Seine.
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Figure 20 — Analyses en composantes principales des
biomarqueurs (haut) et de la contamination organique
(milieu) et inorganique (bas) des soles prélevées en baie de
Loire et Vilaine lors de la campagne SELILOIRE 2020. Les
concentrations en PCB, PBDE et OCP sont exprimés en pl, les
PFAS en pf, les éléments traces en ps, elles sont log-
transformées. Les valeurs <LOQ sont remplacées par la LOQ/2.
Les valeurs manquantes sont remplacées par la médiane de la
série. Les ACP sont centrées réduites. Sur la gauche, I'’ACP
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3.4.1.2 Analyse de redondance partielle (RDA)

L’analyse de redondance (RDA) est une extension de la régression multiple. La régression multiple explique
une variable « réponse » par une matrice explicative. L'objectif d’'une RDA partielle est de modéliser I'effet
des concentrations en contaminants (matrice explicative) sur la réponse des biomarqueurs (matrice réponse)
en tenant compte des variables biologiques (covariables). Les matrices « biomarqueurs » et « contaminants »
doivent étre composées des mémes individus et pour éviter trop de données manquantes, elles se basent
sur les 30 individus pour lesquels les données de contaminants organiques étaient disponibles et par
conséquent, les données de contaminants inorganiques et de biomarqueurs sauf probléme analytique pour
lesquels les valeurs manquantes sont remplacées pas la médiane (i.e. 1 AChE, 1 Comet, 1 LIV_Index.Index, 5
LMS, 3 Nv, 3S.V, 3 Vv, 2 Vv.NL.).

L'analyse se fait en 2 étapes : 1) sélection des variables a inclure au modeéle. Contrairement a I’ACP, il est
préférable de construire le modele avec un nombre limité de variables et éviter la multi colinéarité entre
variables. |l faut aussi que le nombre de variables soit inférieur au nombre d’individus ; 2) analyse du modeéle
sélectionné.

1. Sélection de variables. Pour évaluer la multicolenéarité entre les variables du modele, le facteur d’inflation
de la variance (variance inflation factor (VIF)) est utilisé. |l n’y a pas de consensus sur la valeur du VIF au-dela
de laquelle on doit considérer qu’il y a multicolinéarité, mais selon Oksanen (2015), une régle commune est
de considérer qu’une VIF>10 indique qu’une variable est fortement dépendante des autres et n’apporte pas
d’information indépendante. Trois modeles sont discutés ici :

Modeéle 1, établi selon un raisonnement « expert » i.e. les variables ont été sélectionnées a dire d’expert et
non par un test statistique :

- Biomarqueurs = variables a expliquer : AChE (activité enzymatique de I'acétylcholine estérase), LMS
(stabilité de la membrane lysosomale), S.V. (ratio surface/volume des lysosomes), Nv (densité
numérique lysosomale), les indices histologiques (GON_Lang.Index et LIV_Indiv.Index), et les
concentrations en métabolites de HAP (OH9BaP, OHPyr). L'occurrence de micronoyaux n’est pas
retenue pour la RDA partielle car les 30 individus représentés ne présentent pas de micronoyaux.
Les variables Vv et Nv(NL) ne sont pas retenues car leur distribution est loin de la normalité et elles
sont corrélées a S.V (Pearson r =-0,87, -0,52, respectivement, Figure 31).

- Contaminants = variables explicatives :
* Les 15 métaux: Ag+Cd+Co+Cu+Fe+Hg+Li+Mn+Mo+Ni+Pb+Tl+U+V +2Zn.

* Les contaminants hydrophobes sont corrélés entre eux (Figure 20, Figure 31). Neuf représentants,
un par famille de substances ou groupe de substancescorrélés est utilisé
PCB153 + pp.DDE + Dieldrin + PBDE100 + PFOS + PFOA + PFDA + PFNA + PFDoDA.

- Caractéristiques biologiques des individus = covariables : Taille, RGS et Fulton. La RDA partielle ajuste les
effets des variables explicatives en fonction des covariables. Les covariables ne sont pas d’intérét pour la
question principale de la RDA, et ne sont donc pas représentées graphiquement.

Pour ce modele, 26 des 27 variables explicatives ou covariables sont > 10 indiquant une forte multicolinéarité
entre les données. Ce modele n’expligue pas la variabilité de la réponse des biomarqueurs par les
contaminants chimiques (p = 0,79).

Modeéle 2, établi par une sélection des variables par le critere d’Akaike (AIC) dans un algorithme pas a pas.
Ce critere représente un compromis entre le biais diminuant avec le nombre de parametres et la parcimonie,
i.e. volonté de décrire les données avec le plus petit nombre de parametres possible. La construction de

SELIMANCHE 2021- 13.01.2025 63/96

Qualité




modeles par étape est fragile, la stratégie de construction de modéle peut changer le modéle final (Oksanen,
2015). Une sélection progressive (« Both » : Forward selection et Backward selection) des variables est faite
entre un modeéle non contraint (sans variable explicative) et un modeéle avec les 24 contaminants et 3
covariables du modele 1, jusqu’a ce que I’AIC ne diminue plus. Cette méthode donne un modele expliqué par
Mn + Cu + PFDoDA + U + Zn + Fe (sans covariable). Les VIF des 6 variables sont <3 dans le modéle 2, indiquant
que les variables explicatives ne sont pas colinéaires et apportent chacune une information indépendante.
Ce modele 2 explique significativement 29% (r? ajusté) de la variabilité de la réponse des biomarqueurs
(p=0,001). Un effet « espéce » est detecté sur ce modele (p = 0,04 *) mais pas d’effet « Station » (p = 0,60)
(Figure 21).

Modeéle 3. Les variables explicatives peuvent aussi étre les ordonnées des individus sur les ACP
correspondantes : ACP avec les contaminants (hydrophobes + PFAS: CB-28, CB-118, CB-153, pp’-DDE,
Dieldrin, BDE-49, BDE-100, BDE-154, le ratio BDE-99/BDE-100, PFOS ,PFOA ,PFNA, PFDA, PFUNnDA , PFDoDA),
ACP avec les métaux non essentiels (Ag, Cd, Hg, PB, U), ACP métaux essentiels (Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Tl,
V, Zn). Les coordonnées des individus sur 2 premiers axes de chacune de ces 3 ACP (i.e. 6 axes) sont utilisées
comme variables explicatives des réponses des biomarqueurs. Dans ce modele 3, les 6 variables (6 axes) ont
un VIF <10. Ce modele 3 explique 9% (r? ajusté) de la variabilité de la réponse des biomarqueurs (p = 0,16).

2. Résultats/Discussion. Les analyses type RDA sont des analyses statistiques qui permettent d’étudier les
relations entre variables utiles pour identifier des corrélations linéaires méme si ces derniéres n’informent
pas sur les liens de causalité. La relation entre les réponses des biomarqueurs et les niveaux en contaminants
suivis est significative sur le modele sélectionné par I'AIC (p < 0,05, modéle 2). Ce modele 2 suggére une
relation entre certains métaux essentiels (Cu et Mn) et un PFAS (PFDoDA) et la réponse des biomarqueurs,
notamment les indices histologiques. Néanmoins, les modeles 1 (a dire d’expert) et 3 (expliqué par les axes
des ACP de groupes de contaminants) ne montrent pas de relation significative entre la contamination des
flets et soles de 1 et 2 ans dans la baie de Seine et Somme et la réponse des biomarqueurs recherchés. Le
fait que la relation « biomarqueurs » et « contaminants » ne soit pas constante entre les 3 modeles testés
suggere que ce lien n’est pas fort. Plusieurs hypotheses peuvent étre suggérées pour expliquer que le lien
observé ne soit pas observé de maniére forte : i) La RDA recherche des relations linéaires entre variables, or
les liens biomarqueurs-contaminants s’observent plus souvent par d’autres types de relations, e.g. relations
sigmoidales, et pas systématiquement de maniére monotone ii) le nombre d’individus dans la RDA (n = 30)
et la gamme de réponses sont peut-étre trop limités pour mettre en avant un lien entre ces deux réponses
(e.g. peut-étre que des relations plus significatives pourraient étre observées avec un gradient plus marqué)
iii) 1a stratégie d’échantillonage est définie pour limiter I'importance des facteurs confondants les plus connus
et maitrisables (age, saison, statut reproducteur...) et les facteurs confondants mesurables ont été pris en
compte comme covariables dans les RDA ; il semble malgré tout qu’une part de la variabilité vienne de
facteurs non tracés. Les biomarqueurs retenus dans la RDA sont principalement des biomarqueurs de santé
générale. Aussi, d’autres contaminants et notamment des contaminants d’intérét émergents, non suivis,
peuvent étre aussi importants dans les effets observés, ou d’autres paramétres environnementaux. Notre
analyse illustre la difficulté d’établir des relations statistiques sur des données de terrain, méme si nous avons
limité au maximum du possible les facteurs confondants (age, indice de conditions).
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All n= 30 Flets, Sole s (1-2 years old)
AIC selection: 6 contam, r2adj=0.30, r2=0.44, 6/6 VIF<10, p=0.001***
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Figure 21 — Analyse de redondance (RDA) partielle représentant la modélisation de I'effet des concentrations en
contaminants sur les réponses des biomarqueurs selon un modéle de sélection des variables par le critére d’AlIC
(modéle 2). Les individus sont des flets et soles de 1 et 2 ans prélevés en baies de Seine (Z1 et Z5) et Somme (BS1 et BS2)
lors de la campagne SELIMANCHE 2021 (n = 30). Lors de la sélection des variables : les concentrations en PCB, PBDE et
OCP sont exprimées en pl, les PFAS en pf, les éléments traces en ps. Les valeurs <LOQ sont remplacées par la LOQ/2. Les
valeurs manquantes sont remplacées par la médiane de la variable. Les concentrations sont log-transformées. Les
variables sont centrées-réduites. Le plot représente un cadrage de type 2 (scaling 2) : les angles entre variables sont
proportionnels a leur corrélation.

3.4.2 Approche par indice cumulé : CHASE

Les résultats de la campagne SELIMANCHE 2021 ont été observés de maniere cumulée par station par rapport
aux seuils établis par parameétre selon I'approche CHASE (Chemical Status Assessment Tool, (Andersen et al.,
2016, Andersen et al., 2019)) :

cS = Y.CR ol CR = Valeurpgarametre

= - u - , CR : contamination ration, CS : Contamination score.
JNombre de paramétres Seuilpgramstre

Les parametres sont regroupés par type : biomarqueurs et contaminants, puis au sein des contaminants, par
famille de contaminants. Le CS est divisé en 5 catégories :

-CS=0-0,5: «Zone sans probléme » de trés bonne qualité

-CS=0,5<1:«Zone sans probléme » de bonne qualité

-CS=1<5:«Zone a probleme », ayant une qualité environnementale modérée

-CS=5<10: « Zone a probleme » ayant une qualité environnementale faible

-CS210: « Zone a probleme » ayant une qualité environnementale mauvaise
L'analyse CHASE sert a identifier les zones a probléeme ou en bon état, ainsi qu’a déterminer quel(s) groupe(s)

valeurpgrametre

de paramétre(s) a/ont déclenché le statut. Comme le CR (3 ) est calculé par paramétre et par

Seuilpgrametre
station, il est possible d’utiliser I'ensemble des individus analysés, et pas seulement des individus pour
lesquels I'ensemble des parametres a été analysé, comme c’est le cas dans I'analyse multivariée (3.4.1). Seuls
les parametres pour lesquels des seuils ont été développés peuvent étre considérés dans cette approche.
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Pour les biomarqueurs, Les valeurs de LMS sont particulierement faibles comparées a I'EAC (indication d’une
altération) et ont donc un poids important dans I'indice CHASE a toutes les stations et particulierement pour
les soles en Somme (Tableau 1). Les concentrations en métabolites de HAP (OH-pyrene et OH-phénanthréne)
sont systématiquement inférieures a 'EAC (EAC disponibles sont développés sur des données obtenues sur
la morue, Tableau 1). Les données de cassures de brins d’ADN et d’inhibition de I’AChE ne sont pas
incorporées a ce stade dans I'indice CHASE, il est nécessaire de comprendre I’évolution de leurs niveaux entre
les différentes campagnes avant de les intégrer. De maniere cumulée (CS), les 5 des 7 couples espece_station
sont classées en zones « Zone sans probléme » de bonne qualité selon I'approche CHASE sur les
biomarqueurs. Pour les 2 cas restants, les soles en Somme sont en « Zone a probléme », ayant une qualité
environnementale modérée (Figure 22).

Pour les contaminants, les 2 stations en Somme sont moins « déclassées » que celles de Seine pour chaque
espece séparement. La qualité de I'environnement au regard de la santé environnementale est classée de
« Zone a probleme » ayant une qualité modérée (Soles de Seine et Somme, et Flets de Somme) a une qualité
faible (Flets en Z1), principalement lié au fait que les concentrations en CB-118 soient 1,1 a 8 fois supérieures
a 'EAC et les concentrations en Hg soient 2 a 5 fois supérieures a la NQE.

La qualité de I'environnement au regard de la santé humaine est en « Zone sans probleme » de bonne qualité
(Soles en Somme et en Z5) a « Zone a probleme » ayant une qualité faible (flets et soles en Z1) principalement
lié au fait que les concentrations en somme de PBDE sont en moyenne 26 supérieures a la NQE.

Tableau 19 — Valeur des indices CS chez les poissons des différentes stations. Les « n » indiquent le nombre de
parametres pris en compte dans le calcul. Les couleurs des cellules sont liées a la classification CHASE : -:
CS=0,5<1:« Zone sans probléme » de bonne qualité, orange : CS = 1 <5 : « Zone a probléme », ayant une qualité
environnementale modérée, - :CS=5<10: « Zone a probleme » ayant une qualité environnementale faible.

Station Espéce CS Biomarqueurs CS Santé environnementale CS Santé humaine

N = 4 biomarqueurs N = 17 contaminants N = 8 contaminants
Seine
21 Flet 80t 983
Z1 Sole 4,96 1,05
z5 Sole 3,66 08
26 Sole NA NA
Somme
BSL  Sole 1,12 o052
BS2 Flet 1,96 1,92
BS2 Sole 1,02 1,41 I I > S
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Figure 22 — Calcul de I'indice multiparamétrique CHASE pour les 7 couples Espece-station étudiés lors de la campagne
SELIMANCHE 21. Les paramétres sont regroupés par type : réponses des biomarqueurs (gauche) et concentrations en
contaminants comparées a des valeurs seuils liées a la santé environnementale (milieu) ou a la santé humaine (droite).
Chaque biomarqueur (gauche) ou famille de contaminants (milieu et droite) est représenté par une couleur dans le

diagramme empilé.
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4 Résultats - Réponses des biomarqueurs et
bioaccumulation des contaminants chez Iles
moules en Baies de Seine et Somme

4.1 Biométrie

Les moules prélevées sur 8 stations ROCCH MV en baies de Somme et Seine (du nord au Sud et de I'est a
I'ouest : Berck, Pte St Quentin, Varengeville, Antifer, Villerville, Ouistreham, Meuvaines, Baie des Veys (BDV))
mesuraient de 39 a 72 mm et pesaient de 5,3 a 28,6 g (poids humide avant ouverture de la moule). Les
moules vers la baie de Somme (Berck et Pointe de Saint Quentin) et les moules de Ouistreham étaient parmi
les plus grandes et plus grosses moules. Au contraire les moules de Varengeville et Villerville a 'embouchure
de la Seine étaient parmi les plus petites et plus maigres (Figure 23).
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Figure 23 — Taille et poids des moules M. edulis collectées aux 8 stations ROCCH pour I’analyse de biomarqueurs dans
le cadre de la campagne SELIMANCHE en février 2022 (n = 120, n=15/station). Les lettres en haut des plots indiquent
les groupes significativement différents selon une ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey (p < 0,05).

4.2 Biomarqueur d’état de santé général : biomarqueurs des
lysosomes

Stabilité de la membrane lysosomale

La stabilité lysosomale a été analysée comme marqueur général de I'état de santé des organismes sur un
total de 70 glandes digestives de moules provenant de 8 zones d’échantillonnage. La valeur moyenne de LP
(Labilisation Period) était de 15,7 £ 6,9 min. La valeur moyenne de LP était significativement inférieure chez
les femelles (13,7 £ 4,9 min, n = 30) par rapport a celle chez les males (17,0 £ 7,9 min, n = 38).
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Les valeurs maximales de LP étaient enregistrées pour les sites Antifer (22,5 + 4,1 min) et Ouistreham
(25,4 £ 7,9 min, Figure 24). Pour ces sites, les valeurs moyennes du biomarqueur dépassaient la valeur de
référence BAC (20 min), indicatrice de conditions environnementales sans historique de contamination. En
comparaison, les valeurs moyennes les plus faibles ont été détectées pour les sites Berck en Somme (9,9 + 2,8
min) et Pointe de Saint Quentin entre la Seine et la Somme (10,8 + 4,0 min). Ces valeurs se trouvaient proche
de la limite EAC (10 min) ce qui indique l'influence potentielle d’un facteur de stress d’origine
environnementale ou anthropique pour ces sites.

Lors de la campagne SELISEINE 2018, la stabilité de la membrane lysosomale avait aussi été analysée chez la
moule pour les sites Antifer, Meuvaines, Villerville, Ouistreham et Baie des Veys (Tableau 20). Les valeurs
moyennes de LP ne différaient pas entre campagnes pour les sites Villerville et Baie des Veys. Les valeurs
moyennes de LP pour les sites Antifer et Ouistreham étaient en-dessous de la limite BAC (20 min) en 2018
mais au-dessus en 2021, suggérant de meilleures conditions environnementales lors de la campagne en 2021
pour ces deux sites. Au contraire, les valeurs de LP a Meuvaines étaient significativement inférieures en 2021
par rapport aux valeurs mesurées en 2018. Cette diminution peut étre indicatrice d’un stress récent et local.

Changements structuraux des lysosomes (test LSC : Lysosomal Structural Changes)

Les altérations structurelles de lysosomes ont pu étre estimées pour les sites Berck (n = 9) et Pointe de Saint
Quentin (n = 9). Aucune différence significative n’a été détectée entre ces deux sites (Tableau 21) ni
entre males et femelles (Mann-Whitney, p > 0,05). Pour les autres sites ce biomarqueur n’a pu étre mesuré
d( a la présence de pigments accumulés dans les cellules digestives de ces individus ce qui interferent avec
la mesure des parametres structuraux des lysosomes (LSC test). Les valeurs obtenues pour les sites Berck et
Pointe de Saint Quentin sont comparables aux valeurs de référence reportées par Marigomez et al. (2013) et
aux valeurs enregistrées en laboratoire chez des individus control (lzagirre et al., 2009, Blanco-Rayédn et al.,
2019).

Accumulation intracellulaire de lipides neutres

Afin de détecter des changements potentiels dans le contenu lysosomal, I'accumulation intracellulaire de
lipides neutres a été analysée sur un total de 80 moules collectées lors de la campagne SELISEINE 2021 (Figure
24). Les valeurs maximales étaient enregistrées pour les sites Berck et Pointe de Saint Quentin (Figure 24).
Ces valeurs sont comparables aux valeurs de référence reportées par Garmendia et al. (2010) : 0,05—
0,10 pm3/um3.
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Figure 24 — Biomarqueurs de stress général chez les moules collectées aux 8 stations de la campagne SELIMANCHE en
février 2022 : temps de labilisation des lysosomes (min, gauche) et accumulation de lipides neutres (um3/ um?, droite).
Les lignes horizontales indiquent les seuils (Tableau 1). Les lettres sur les plots indiquent les groupes significativement
différents selon 1) LMS : une ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey et 2) V(NL) : un test de KW suivi d’un test post
hoc de Dunn (p < 0,05).

Tableau 20 - Période de labilisation (min) mesurée dans la glande digestive de moules échantillonnées lors des
campagnes SELIMANCHE 2018 et 2021. Les astérisques™ indiquent des différences significatives entre les campagnes
2018 et 2012 (Test U de Mann-Whitney p < 0,05).

Stations Mean LP SELISEINE 2018 Mean LP SELISEINE 2021
Antifer 15,53 + 6,57 22,50 + 4,08
Meuvaines 19,82 £ 10,02 14,01 +£5,11
Villerville 15,83 +9,49 13,73 £ 3,57
Quistreham 17,81 5,25 25,42 +7,91
Baie des veys 15,24 £+ 3,57 15,23 + 3,02

Tableau 21 - Changements structuraux des lysosomes (LSC) mesurés dans la glande digestive de moules
échantillonnées a Berck et Pointe de Saint Quentin lors de la campagne SELIMANCHE 2021; Vvus = densité
volumétrique lysosomale (um3/ um?3); Sus)/Viys) = ratio Surface/Volume (um?/um3); Nvus = densité numérique
lysosomale (1/um?3).

Units Berk PSQ
Vviys pum3/um3 0,00129 £ 0,001058 0,00172 + 0,00137
S/Vivs  um?/um3  4,61+1,27 4,48 +1,50
Nviys 1/um3 0,0015 + 0,0005 0,0018 + 0,0004
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4.3 Biomarqueurs de génotoxicité : tests des comeétes et des
micronoyaux

Les niveaux de cassures de brins de I’ADN ont été mesurés chez 67 moules des 8 stations ROCCH. Les niveaux
varient de 5,2 a 29,7 % ADN présent dans la queue de la comete (16,5 + 4,6, % Tail DNA). Le niveau de
dommage a I’ADN est similaire entre les 8 stations analysées (p > 0,05, Figure 25). Les valeurs moyennes par
station se situent entre 1,4 et 2,0 fois la BAC (10 %, (Davies and Vethaak, 2012)). Lors de la campagne
SELISEINE 2018, les niveaux varient de 6,4 a 17,5 % ADN présent dans la queue de la cométe (% Tail DNA)
(Mauffret et al., 2021).

La présence de micronoyaux a été recherchée chez 87 moules des 8 stations ROCCH; 32 lames ne
présentaient pas assez d’hémocytes pour étre lues (probablement lié au prélevement) et une lame était
cassée. Quarante-neuf individus ne présentaient pas de micronoyaux (i.e. 46%). Quatre individus présentent
une fréquence de micronoyaux supérieure a la valeur de fond (BAC = 2,5 micronoyaux/1000 cellules (Davies
and Vethaak, 2012), Figure 25). La fréquence de micronoyau est supérieure a Meuvaines (Seine Quest) par
rapport a celle mesurée a Antifer (Seine Est), et les moules des autres stations présentaient des fréquences
intermédiaires aux 2 stations.

Ces données sur les dommages a I’ADN (cassures de brins, cassures chromosomiques) mettent en évidence
un possible stress génotoxique précoce (cassures de brin de 'ADN>BAC) mais ne mettent pas en évidence
un stress génotoxique plus intégré et héréditaire comme le sont les micronoyaux (<BAC), en baies de Seine

et Somme.
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Figure 25 — Biomarqueurs de génotoxicité chez les moules collectées aux 8 stations de la campagne SELIMANCHE en
février 2022 : niveau de cassures de brins de ’ADN (%DNA Tail, gauche) et fréquence de cellules micronucléées (MN,
%o, droite). Les lignes horizontales indiquent les seuils (Tableau 1). Les lettres sur les plots indiquent les groupes
significativement différents selon 1) Comet : une ANOVA suivi d’un test post hoc de Tukey (p > 0,05, pas de différence
entre stations) et 2) MIN : un test de KW suivi d’un test post hoc de Dunn (p < 0,05).
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4.4 Biomarqueur de neurotoxicité : activité AChE

Dans les branchies des 113 moules prélevées sur les 8 stations prospectées, I'activité AChE a été mesurée
entre 3,5 et 48,3 (moyenne 18,9) nmol/min/mg protéine. L’activité a été mesurée entre 11,9 et 70,4
(moyenne : 29,3) nmol/min/mg protéine lors de la campagne SELILOIRE 2020 et entre 26,1 et 224,4
(moyenne : 100,4) nmol/min/mg protéine lors de la campagne SELISEINE 2018 (Figure 24). L’activité était
minimale (possiblement plus altérée) a Ouistreham et plus élevée a Baie des Veys. La majorité des moules
ont des valeurs AChE inférieures a I'EAC suggérant qu’elles seraient soumises a un stress neurotoxique.
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Figure 26 — Biomarqueurs de neurotoxicité chez les moules collectées aux 8 stations de la campagne SELIMANCHE en
février 2022 : activité de I’enzyme acétyicholine estérase (AChE). Les lignes horizontales indiquent les seuils (Tableau
1). Les lettres sur les plots indiquent les groupes significativement différents selon 1) Comet : une ANOVA suivi d’un test
post hoc de Tukey (p > 0,05, pas de différence entre stations, 6 outliers ont été retirés).

4.5 Analyse histologique chez la moule

4.5.1 Sex-ratio et stades de maturité chez la moule

Un examen histologique des gonades a été réalisé pour déterminer le sexe et les stades de développement
gonadal chez la moule (Tableau 22). Le stade de développement précoce était uniguement détecté pour le
site de Meuvaines. La proportion d’individus matures observés pour le site Berck était significativement
supérieure aux autres sites (test z-score). L'avancé du cycle de développement des gonades peut affecter les
niveaux de biomarqueurs chez la moule (Benito et al., 2019). Un individu intersex a été identifié pour le site
Berck.
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Tableau 22 - Sexe et stades de développement gonadal (%) identifiés histologiquement chez la moule échantillonnée
lors de la campagne SELIMANCHE 2021. Les astérisques * indiquent des différences significatives entre sites (test z-
score, p < 0,05).

Undif. Undif. Earl . Post-
Male Female ferentiated ferentiated Develop‘r,nentAdvanced Mature Spawnlngspawning

Berck 64,29 35,71 0,00 0,00 0,00 0,00 86,67 13,33 0,00
Pointe de St Quentin 53,33 46,67 0,00 0,00 0,00 0,00 57,14 35,71 7,14
Varengeville 57,14 42,86 0,00 0,00 0,00 46,15 38,46 15,38 0,00
Antifer 54,55 45,45 0,00 0,00 0,00 30,00 40,00 20,00 10,00
Villerville 40,00 60,00 0,00 0,00 0,00 66,67 26,67 6,67 0,00
QOuistreham 73,33 26,67 0,00 0,00 0,00 60,00 33,33 6,67 0,00
Meuvaines 42,86 57,14 0,00 0,00 7,14 42,86 42,86 7,14 0,00
Baie des Veys 60,00 40,00 0,00 0,00 0,00 20,00 40,00 33,33 6,67

4.5.2 Lésions et pathologies chez la moule

Plus de 70% des femelles montraient des cas d’atrésie sauf pour le site Antifer pour lequel la proportion
d’occurrence de la Iésion était significativement inférieure (40 %, Tableau 23). La valeur maximale de I'indice
semi-quantitatif d’atrésie a été enregistrée a Ouistreham et Varengeville (indice = 4, Tableau 24) mais I'indice
d’atrésie était statistiquement similaire entre stations (Kruskal Wallis p > 0,05, Tableau 24). L’atrésie est un
phénomeéne habituellement observé lors du cycle gonadal des bivalves, en particulier pour les stades les plus
proches de la période de ponte comme observés lors de cette campagne. Ce phénomene a également été
observé suite a des expositions a divers contaminants comme dans des cas de marées noires (Ortiz-
Zarragoitia et al., 2011b).

Les valeurs minimales de I'indice adipogranulaire ont été enregistrées a Ouistreham et Varengeville et la
valeur maximale a Pointe de Saint Quentin (Figure 27 A). Il a été rapporté que l'indice adipogranulaire
diminuait chez la moule en présence de contaminants (Benito et al., 2023 ; Cunha et al., 2023). Cet indice
varie aussi au cours des saisons avec des valeurs minimales au printemps et maximales en automne (Bignell
et al., 2008, Benito et al., 2019). Benito et al. (2023) ont reporté des niveaux d’indice adipogranulaire chez
M. edulis provenant de sites éloignés de source de contamination connue qui se rapprochent des niveaux
reportés pour les sites au nord de la Baie de Somme (Berck et Pointe de St Quentin).

L’indice d’atrophie enregistré pour le site Villerville était significativement supérieur a celui du site Pointe de
Saint Quentin (Figure 27 B). Ces valeurs dépassent les valeurs maximales enregistrées lors de la campagne
SELILOIRE 2020, pour le site Pointe Er Fosse. Elles sont aussi comparables aux valeurs reportées dans des
études précédentes apres exposition aux ETM Pb et Li (Cunha et al., 2023) et supérieures aux valeurs
reportées chez la moule pour des sites de référence et contaminés, ce qui suggére une altération de la glande
digestive (Benito et al., 2023).

Finalement, les valeurs d’indice d’intégrité de la glande digestive (Connective Tissue Index) ne variaient pas
significativement entre sites. Lors de la campagne SELILOIRE 2020, cet indice a permis de différencier les
états de santé général des moules entre sites. Dans le cas présent, les valeurs enregistrées se rapprochent
aux valeurs les plus basses de la campagne SELILOIRE 2020. Les moyennes les plus élevées enregistrées pour
les sites Pointe de Saint Quentin et Villerville (>2) sont comparables aux niveaux reportés en laboratoire chez
la moule apres exposition a un ETM, le Li (Fraga et al., 2022). L'indice de I'intégrité de la glande digestive peut
varier sous l'influence de contaminants, de la disponibilité de la nourriture ou de I'influence du cycle de
reproduction (Benito et al., 2017, Benito et al., 2019).
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Tableau 23 - Prévalence (en % de moules atteintes) des Iésions et parasites identifiés dans la glande digestive (dg) ou

gonade (go) chez la moule échantillonnée lors de la campagne SELIMANCHE 2021. Les astérisques

différences significatives entre site (test z-score, p < 0,05).

indiquent des

n BUC MPX(dg) MEL(dg) MEL(go) ATS(go) HAE
Berck 15 0,00 6,67 33,33 0,00 93,33 40,00
Pointe de St Quentin 15 6,67 6,67 60,00 0,00 71,43 46,67
Varengeville 14 6,67 0,00 33,33 0,00 93,33 40,00
Antifer 11 0,00 0,00 60,00 0,00 44,00 20,00
Villerville 15 0,00 0,00 26,67 0,00 100,00 33,33
Ouistreham 15 0,00 0,00 80,00 6,67 100,00 73,33
Meuvaines 14 7,14 0,00 57,14 0,00 75,00 35,71
Baie des Veys 15 6,67 0,00 53,33 0,00 83,33 6,67

BUC: Bucephalus sp. / trematode sporocyst
MPX: Digestive cell Intracelular cilliate
MEL: Brown cell infiltration

ATS: Atresia

HAE: Haemocytic infiltration focal/diffuse

Lésions recherchées mais non observées : Digenean, Gregarine, Digestive tissue degeneration, Granulocytoma

Tableau 24 - Indice semi-quantitatif d’atrésie calculés pour les moules femelles échantillonnées lors de la campagne
SELIMANCHE 2021. Pas de différences significatives entre sites (KW, p > 0,05).

Sites Indice d’atrésie (ATSgo)
Berck 2,20
Pointe de St Quentin 2,60
Varengeville 4,00
Antifer 3,33
Villerville 3,78
Ouistreham 4,00
Meuvaines 3,17
Baie des Veys 2,60
n=120
ADG (gd) Atrophy (ad) CTD (gd) ATS (go)
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Figure 27 - Indices cellulaires (A) adipogranulaire (ADG), (B) d’atrophie et (C) d’intégrité (Connective to Digestive
Tissue Index, CTD) de la glande digestive (gd) et indice semi-quantitatif d’atrésie des gonades femelles (go), calculés
aprés examen histopathologique des moules collectées lors de la campagne SELIMANCHE 2021. Les différentes lettres
indiquent des différences spatiales significatives (Kruskal-Wallis, test post hoc Dunn, p < 0,05).
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4.6 Approche intégrée par indice: Distance au seuil pour
toutes les variables avec un seuil (CHASE)

Les contaminants sont mesurés dans le cadre du ROCCH et une partie des résultats est utilisée dans le cadre
de cette étude (abréviations de la base données Quadrige utilisées dans les listes ci-dessous). lIs ne font pas
I’objet d’une analyse spécifique dans le cadre du projet SELIMANCHE 2021, mais ils sont utilisés pour I'analyse
multiparamétrique CHASE (voir détail et définition ci-dessus : 3.4.2, (Andersen et al., 2016, Andersen et al.,
2019)). Pour rappel, un indice (Contamination score, CS) basé sur la distance au seuil d’'un ensemble de
variables permet de qualifier la zone évaluée en

- CS =0-0,5: « Zone sans probleme » de trés bonne qualité

-CS=0,5<1:«Zone sans probléme » de bonne qualité

-CS=1<5:«Zone a probleme », ayant une qualité environnementale modérée

-CS=5<10: « Zone a probleme » ayant une qualité environnementale faible

-CS2>10: « Zone a probleme » ayant une qualité environnementale mauvaise
L'approche multivariée telle qu’effectuée pour les soles 3.4.1 n’est pas possible pour les moules car les
contaminants ne sont pas analysés sur des individus mais sur des groupes d’individus.

Pour les biomarqueurs, les seuils utilisés dans le CHASE sont I'EAC pour I’AChE et la LMS, puis la BAC pour les
micronoyaux et le Comet (Tableau 1). Les 8 stations évaluées sont classées en « Zone a probléme », ayant
une qualité environnementale modérée, notamment liée au biomarqueur de neurotoxicité (AChE) et
génotoxicité (Comet) (Figure 28 gauche).

Pour les contaminants, I’évaluation présentée sur le OHAT d’OSPAR a été utilisée. Elle est disponible sur
https://dome.ices.dk/ohat/?assessmentperiod=2024. Les seuils utilisés dans cette évaluation correspondent

aux seuils du Tableau 2 et 7 seuils santé humaine supplémentaires :

TBSN+ QShh =93 pg/kg dw
BAP QShh =31 pg/kg dw
FLU QShh = 183 pg/kg dw
SBDE6 QShh =0,05 pg/kg dw
PFOS QShh =55 pg/kg dw
SCB6 MPC = 457 pg/kg dw
HCHG  QShh =372 ug/kg dw

L’évaluation est effectuée en poids sec pour les bivalves selon les recommandations sur le OHAT (methods
contaminants biota (ices.dk)). Au regard de la santé environnementale et de la santé humaine, 6 des 8

stations sont classées en « Zone a probléme », ayant une qualité environnementale modérée (Figure 28). Par
contre, Antifer et Villerville présentent un CS > 5 pour les 2 objectifs de protection considérés (santé
environnementale et santé humaine), elles sont donc classées en « Zone a probléeme » ayant une qualité
environnementale faible. Les principaux écarts aux seuils environnementaux sont observés pour le CB-118,
CB-101 et le Hg. Par ailleurs, le TBT est 3 et 1,5 fois supérieur a I'EAC (12 pg/kg dw) a Antifer et Villerville,
respectivement. Les principaux écarts aux seuils « santé humaine » sont observés pour les PBDE avec des
concentrations 6 (Berck) a 27 (Antifer) fois supérieures a la NQE (0,05 pg/kg dw = 0,0085 ug kg-1 ww, somme
des BDE-28, -47, -99, -100, -153 and -154).
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Tableau 25 — Valeur des indices CS chez les moules des différentes stations. Les « n » indiquent le nombre de paramétres

pris en compte dans le calcul. Les couleurs des cellules sont liés a la classification CHASE : bleu : CS = 0,5 < 1 : « Zone sans

probléme » de bonne qualité, orange : CS =1 < 5 : « Zone a probleme », ayant une qualité environnementale modérée,

- :CS=5<10:« Zone a probleme » ayant une qualité environnementale qualité faible.
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Figure 28 - Calcul de lindice multiparamétrique CHASE pour les stations prospectées lors de la campagne
SELIMANCHE 21. Les paramétres sont regroupés par type : réponses des biomarqueurs (gauche), concentrations en
contaminants comparées aux seuils environnementaux (milieu) et contaminants comparés aux seuils « santé humaine »
(droite).
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5 Conclusions

Les poissons plats et les mollusques bivalves sont utilisés comme organismes sentinelles dans les SELI. lls sont
recommandés pour la surveillance de la contamination et de ses effets sur les organismes marin par OSPAR.
Les poissons plats vivants en contact avec les sédiments et s’alimentant d’organismes benthiques, sont
particulierement exposés aux contaminants chimiques, notamment les contaminants hydrophobes. Les
bivalves étant des animaux sessiles et filtreurs, ils sont également sujets a une forte pression chimique et
peuvent en étre impactés.

La mesure de biomarqueurs permet d’interpréter une réponse biologique a des variations de contamination
chimique. Néanmoins la réponse biologique a un stress chimique est la résultante de I’exposition (nature,
durée) couplée a la physiologie de I'organisme étudié (e.g. age, sexe, capacité métabolique). L'ensemble de
ces parametres peuvent également varier dans le temps et dans I'espace, et doivent étre considérés lors de
I'interprétation des différents biomarqueurs.

Cent-quarante-huit poissons plats ont été péchés en baies de Seine et Somme en septembre 2021. Une
sélection de biomarqueurs ciblant plusieurs modes d’action toxique (génotoxicité, neurotoxicité,
reprotoxicité) ou indicateurs de la santé de I'organisme ont été analysés chez ces individus lorsque les critéres
de qualité de I'échantillon et de I'analyse le permettaient. Les contaminants chimiques suivis dans le cadre
OSPAR et de la DCSMM ont été mesurés sur une sélection d’individus de 1 ou 2 ans principalement (n = 30
pour les contaminants organiques et n = 50 pour les autres éléments traces métalliques et le Hg). La
variabilité spatiale de réponses des biomarqueurs ou des concentrations en contaminants a été analysée sur
un sous-échantillonnage d’individus pour limiter I'effet de facteurs biologiques possiblement confondants
dans les analyses de variances : les individus sélectionnés sont dgés de 1, 2 ou 3 ans, chaque station est
représentée par plus de 5 individus. L'effet de I’dge sur la réponse des biomarqueurs ou les concentrations
en contaminants a été analysé séparément (régression linéaire). Les biomarqueurs ont de plus été analysés
chez des moules prélevées au niveau de 8 stations ROCCH MV des baies de Seine et Somme en février 2022
(15 individus/station). Sur ces mémes stations et le méme jour, un lot de moules (50-60 individus par station)
a été prélevé pour I'analyse de contaminants dans le cadre du ROCCH MV. Pour la majorité des parameétres
analysés, le sexe et I'dge (pour les individus entre 0 et 3 ans, i.e. < 4 ans) des poissons n’avaient pas d’effet
sur les valeurs observées.

- Santé générale : La stabilité de la membrane lysosomale (LMS), indicatrice d’un état de santé
générale des individus, semble altérée (<EAC) chez les soles en baies de Seine et Somme. Les valeurs
de période de labilisation chez la sole en 2021 sont similaires par rapport a celles mesurées lors de
la précédente campagne (SELISEINE 2018). L'analyse de la structure des lysosomes (densité
volumétrique Nv, densité numérique Nv, diminution du ratio surface/volume S/V) confirme
I’'observation faite par I'analyse de la LMS montrant un état de santé général plus affecté en Somme
(BS1 et BS2) et Z5 qu’aux autres stations en Seine pour la sole (i.e. Z1 et Z6). Les flets présentent des
valeurs de labilisation altérées (<EAC) a Z1 (embouchure de la Seine) mais pas a BS2. Les valeurs de
période de labilisation chez le flet en 2021 sont inférieures (plus altérées) a celles mesurées en 2018
(SELISEINE 2018). Chez la moule, la stabilité de la membrane lysosomale semble plus altérée en
Somme (Berck, Pointe de St Quentin) et a Z1 qu’aux autres stations en Seine (i.e. Z5 et Z6). En Somme,
elle était, de plus, inférieure a I'EAC suggérant un possible stress chez les moules.

- Génotoxicité : Le niveau de cassures de brins d’ADN chez la sole et le flet atteint des valeurs
maximales allant jusque 66 % d’ADN dans la queue de la comeéte ce qui est plus élevé que les valeurs
précédemment obtenues sur la zone (Akcha et al., 2004; Mauffret et al., 2021). Cette différence de
résultats entre années peut traduire soit un probléme lié a la préparation et a la conservation des
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échantillons, soit une dégradation de la qualité de I'environnement. Pour le moment, nous
présentons ces données dans le rapport pour évaluer des différences entre stations et especes mais
ne les intégrons pas encore dans I’évaluation environnementale (3.4.2). Chez la sole, le niveau de
cassures de brins de I’ADN est plus élevé a Z1 et Z5 qu’en Somme et a Z6, I'inverse est observé chez
le flet (BS2 > Z1). Le niveau de cassures de brins de I’ADN est plus élevé chez la sole que chez les flets,
notamment a Z1. L'occurrence des micronoyaux chez la sole et le flet varie de 0 a 0,6
micronoyaux/1000 cellules avec 141 poissons ne présentant pas de micronoyau (95 %) ce qui suggére
une faible pression génotoxique. Chez la moule, les niveaux de cassures de brins d’ADN sont
similaires entre stations. La fréquence de micronoyaux est supérieure a Meuvaines par rapport a
Antifer, et les moules des autres stations présentaient des fréquences intermédiaires aux 2 stations.

Ces données sur les dommages a I’ADN (cassures de brins, cassures chromosomiques) mettent en
évidence un possible stress génotoxique précoce (cassures de brin de I’ADN>BAC) mais ne mettent
pas en évidence d’anomalies chromosomiques (dommages plus intégratifs, irréversibles et
transmissibles entre générations) tels que les micronoyaux (<BAC), en baies de Seine et Somme.

Neurotoxicité : L'activité AChE est plus inhibée a BS2 qu’aux autres stations chez la sole, elle est
similaire entre Seine et Somme chez le flet. Elle est aussi plus faible chez la sole que chez le flet
comme suggéré lors de la campagne SELISEINE 2018. Chez la moule, I'activité AChE était minimale
(possiblement plus altérée) a Ouistreham et plus élevée a Baie des Veys. La majorité des moules ont
des valeurs AChE inférieures a I'EAC suggérant qu’elles seraient soumises a un stress neurotoxique.

Exposition aux HAP : Les niveaux en métabolites de HAP dans la bile des soles et des flets sont
inférieurs aux EAC. De maniére générale, les concentrations en métabolites de HAP dans la bile des
flets et soles étaient plus élevés en Seine qu’en Somme.

Reprotoxicité : Aucun male (sole et flet) analysé ne présentait d’intersex. Cet indicateur est
recommandé par I'ICES et semble pertinent pour le suivi des effets biologiques. Il est complété par
I’'analyse histologique des gonades. Dans le cas des femelles, les cas d’accumulation de lipides dans
les ovocytes sont plus fréquemment observés chez les soles de Seine que chez les soles de Somme,
et ils ne sont pas observés chez les flets (de Seine et de Somme). Ces lésions peuvent indiquer un
stress général chez ces individus et ont été reportées chez la sole en réponse a une exposition en
laboratoire a des sédiments contaminés (Briaudeau et al., 2020), au benzo(a)pyréne (BaP) (Briaudeau
et al., 2021) et au Cd (Briaudeau et al., 2023). L'indice histopathologique des gonades était similaire
entre station pour le flet et pour la sole. A Z1, I'indice histopathologique des gonades est ca. 3 fois
plus élevé chez la sole que le flet, mais il était similaires entre les 2 espéces a BS2.

Pathologies hépatiques: Aucune sole analysée ne présentait de lésions néoplasiques. L’indice
histopathologique (foie) est plus élevé a Z1 qu’a BS2 chez la sole (les autres stations ont une position
intermédiaire), il est similaire entre Z1 et BS2 chez le flet. L'indice histologique hépatique est plus
élevé chez la sole que le flet.

Contaminants organiques : Les principaux dépassements des seuils environnementaux chez les
poissons sont observés pour les PCB, notamment le CB-118 (type dioxine). Les concentrations en
PCB, HBCDD, pesticides organochlorés sont en majorité plus élevées a Z1 et Z5 qu’a BS1 et plus
élevées chez le flet que chez la sole. L'analyse de ratio de congéneres de PBDE suggére que la sole
aurait de meilleures capacités métaboliques que le flet. Par contre, les concentrations en PFAS
montrent un profil différent. Elles sont similaires entre sole et flet, les concentrations en PFOS sont
aussi similaires entre stations, les concentrations en PFNA sont supérieures en Somme par rapport a
celles en Seine et les concentrations en PFTeDA sont plus élevées en Seine qu’en Somme.
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Contaminants inorganiques (éléments traces métalliques): Les concentrations en Hg sont
supérieures au seuil environnemental chez une large majorité de poissons. Certains éléments,
principalement ceux non-essentiels, montrent une tendance a I'augmentation des concentrations
mesurées avec I'age de individus (e.g. Ag, Cd, Cu, Hg, U et V ont des coefficients de corrélation > 0,6)
mais sont similaires entre les individus de 1 et 2 ans utilisés pour les comparaisons inter-espéces et
inter-stations. Certains éléments sont plus élevés chez la sole que chez le flet (Ag, Mn, Mo et dans
une moindre mesure Tl) d’autres éléments sont plus élevés chez le flet (Cd, Co, Hg, U et Zn). lly a
globalement peu de différences entre stations, sauf par exemple pour 1) I’Ag qui est plus élevé en
Somme qu’en Seine, et 2) Ni, et dans une moindre mesure V, qui sont plus élevés en Seine qu’en
Somme chez le flet en particulier.

Différentes méthodes d’évaluation intégrée sont présentées dans ce rapport (analyse multivariée, approche

par indice cumulé (écart au seuil (= CHASE)).
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Analyse multivariée : Au niveau des ACP pour les biomarqueurs et pour les éléments traces, I'effet
principal est entre espéces, puis entre stations. Pour les contaminants organiques, I'effet principal
est entre stations puis entre espéces. Un lien entre contamination et biomarqueurs est suggéré par
I'analyse de redondance principale, mais la faible significativité de I’analyse ne permet pas discuter
davantage cette relation avant d’avoir plus de données.

Ecart cumulé au seuil (CHASE) : Ces analyses sont synthétisées pour les moules et les poissons en
Baie de Seine et de Somme (Figure 29). D’apreés les réponses des biomarqueurs chez les poissons, 5
des 7 couples espéce_station sont classées en « Zone sans probléme » de bonne qualité selon
I’approche CHASE sur les biomarqueurs. Pour les 2 cas restants, les soles en Somme (BS1 et BS2) sont
en « Zone a probleme », ayant une qualité environnementale modérée. D’aprées les réponses des
contaminants chez les poissons, la qualité de I'environnement au regard des organismes marins est
classée en « Zone a probleme » ayant une qualité modérée (soles de Seine et Somme, et flets de
Somme) a faible (Flets et soles en Z1) principalement du fait des concentrations en CB-118 et Hg. La
qualité de I'environnement au regard de la santé humaine est en « Zone sans probleme » de bonne
qualité (Soles en Somme et en Z5) a « Zone a probléme » ayant une qualité mauvaise (Flets en Z1)
principalement du fait des concentrations en PBDE. D’apres les réponses des biomarqueurs chez les
moules, les 8 stations évaluées sont classées en « Zone a probléeme », ayant une qualité
environnementale modérée, notamment liée au biomarqueur de neurotoxicité (AChE) et
génotoxicité (Comet). Pour les contaminants (au regard de la santé environnementale et de la santé
humaine), 6 des 8 stations sont classées en « Zone a probléme », ayant une qualité environnementale
modérée. Par contre Antifer et Villerville présentent un CS > 5 pour les 2 objectifs de protection
considérés (santé environnementale et santé humaine), elles sont donc classées en « Zone a
probléeme » ayant une qualité environnementale faible.
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Figure 29 - Indice cumulé CHASE pour les poissons et moules, en Seine (Z1 + Z5 + Z6 pour la sole et le flet ; Varengeville,
Antifer, Villerville, Ouistreham, Meuvaine et Baie des Veys pour la moule) et en Somme (BS1 + BS2 pour la sole et le
flet ; Berck et Pointe de Saint Quentin pour la moule). La lettre au dessus de chaque camembert correspond au groupe
de parametres concerné : B = Biomarqueurs ; EAC = Contaminants avec des seuils de santé environnementale EAC;
HH = Contaminants avec des seuils de santé humaine.

Le dispositif SELI est le seul a permettre I'’étude simultanée de la contamination et ses possibles effets sur les
organismes de maniére globale et dans I’environnement. La pérennisation d’un tel dispositif permettra de

1) suivre I'évolution des impacts écotoxicologiques de la contamination chimique diffuse,
2) participer au travail mené au niveau international sur les approches couplées chimie/biologie, sur
I’harmonisation des protocoles, et le développement/affinage des seuils.

Un axe d’amélioration du dispositif serait I'intégration de biomarqueur(s) de perturbation endocrinienne et
de l'altération du systéme immunitaire, mais ces types de biomarqueurs sont encore a l'étape de
développement. L'intégration des données des différentes campagnes et sur différentes années permettra
peut-étre de caractériser de maniére plus robuste les tendances observées dans ce rapport, e.g. tendances
spatio-temporelles, et liens entre contamination et biomarqueurs. Les observations in situ sont pertinentes
d’un point de vue écologique mais nécessitent beaucoup de données et des approches comparatives
(notamment entre systemes) pour conclure quant aux effets qui pourraient étre imputés aux contaminants
chimiques.
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Annexe 1. MM Contaminants organiques dans les
muscles de soles et flets (Ifremer,
RBE/CCEM/LBCO)

Les contaminants organiques ciblés ont été analysés selon différents protocoles décrits dans Munschy et al.,
2016 (PCB), Munschy et al., 2017 (PBDE), Munschy et al., 2018 (HBCDD et PFAS). Les techniques de détection
et de quantification par dilution isotopique sont la CPG-SMHR et la CL-SMSM. Les méthodes analytiques sont
brievement décrites ci-dessous.

Lipides totaux

La matiere extractible aux solvants organiques (proxy des lipides totaux) a été déterminée par méthode
gravimétrique apres extraction accélérée par solvant (ASE, Dionex) par un mélange de solvants
(hexane/acétone 80%/20%) et séchage a I'étuve a 50°C jusqu’a poids constant. Les résultats sont exprimés
en % de pf.

PCB, OCP et PBDE

Les échantillons lyophilisés (2 & 5 g) sont extraits aprés ajout d’étalons de rendement marqués au 3C par
extraction accélérée par solvant (ASE, Dionex), puis, l'extrait est purifié séquentiellement par
chromatographie de perméation de gel et chromatographie d’adsorption sur colonne de silice/alumine
(récupération de deux fractions F1 et F2).

Pour I'analyse des PCB, OCP et PBDE présents dans la fraction F1, les échantillons subissent une purification
par ajout d’acide sulfurique permettant d’éliminer les lipides résiduels puis une purification par
chromatographie en phase liquide équipée d’une colonne de type silice greffée nitrophénylpropyl (Nucléosil,
5 pum, 250 x 4,6 mm) en série avec une colonne de type 2-(1-pyrenil) ethyldimethyl silylated silica (PYE) 150
x 4,6 mm. Les analyses quantitatives sont réalisées par chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a
la spectrométrie de masse a haute résolution (SMHR) par dilution isotopique.

Les analyses quantitatives des PBDE sont réalisées par chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a
la spectrométrie de masse a haute résolution (SMHR) par dilution isotopique. Chaque composé est quantifié
par rapport a son homologue marqué au 3C a 'exception du BDE-49 quantifié par rapport au *C BDE-47.
Cette technique permet la détection d’un plus grand nombre de composés que la technique plus
classiquement utilisée de CPG-SM en mode d’ionisation chimique négative, et avec des LOQ plus basses.

HBCDD

Une quantité de 2 g de lyophilisat est extraite aprés ajout d’étalons de rendement marqués au 3C par
extraction accélérée par solvant (ASE, Dionex) avec 100% de dichlorométhane, puis I'extrait est purifié par
chromatographie de perméation de gel (colonne 460 x 26 mm) sur une phase de Bio-Beads SX-3 avec élution
par 100% de dichlorométhane. Les échantillons subissent ensuite une purification par ajout d’acide
sulfurique permettant d’éliminer les lipides résiduels. Enfin une derniere étape de purification est réalisée
par extraction liquide/liquide a I'hexane aprés ajout d’hydroxyde de sodium. L’analyse quantitative des 3
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isomeres a-, B- et y-HBCDD a été réalisée par chromatographie liquide (CL) couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (SM/SM) avec une colonne BEH C18 (Waters® 1.7 um 2.1 x 150 mm) en utilisant la dilution
isotopique. Les phases mobiles utilisées sont I'acétonitrile et un mélange eau/acétate d’ammonium a 20
mM ; le mode d’ionisation est de type électrospray négatif. Chaque composé est quantifié par rapport a son
homologue marqué au 3C.

PFAS

Une quantité de 0,2 g de lyophilisat est extraite aprés ajout d’étalons de rendement marqués au 3C par
extraction solide/liquide avec une solution méthanolique d’hydroxyde de potassium 0,01 M, puis I'extrait est
purifié sur colonne SPE échangeuse d’anions (Waters® Oasis Wax, 150 mg, 6 mL) avec élution par un mélange
méthanol/ammoniaque (99.5/0,5 v/v). Enfin les échantillons subissent une purification sur colonne SPE
EnviCarb (Supelco® Envi Carb, 500 mg, 6 mL) avec élution par un mélange méthanol/acide acétique (80/1
v/v). l'analyse quantitative des PFAS a été réalisée par chromatographie liquide (CL) couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (SM/SM) avec une colonne BEH C18 (Waters® 1.7 um 2.1 x 50 mm). Les
phases mobiles utilisées sont I'acétonitrile et un mélange eau/acétate d’'ammonium a 20 mM ; le mode
d’ionisation est de type électrospray négatif. La quantification est réalisée par dilution isotopique.

Synthése des performances analytiques

PCB

Rendements moyens des composés isotopiquement marqués : entre 80% (*3C-PCB 52) et 97% (**C-PCB 138)
LQ moyennes : inférieures a 158 pg/g ps (PCB 153)

Blancs moyens : inférieurs a 74 pg/g ps (PCB 153)

Justesse sur matériau de contrdle qualité interne : entre -20% (PCB 28) et +16% (PCB 138)

ocp

Rendements moyens des composés isotopiquement marqués : entre 72% (*3*C-op’DDD) et 122% (*3C-B-HCH)
LQ moyennes : inférieures a 24 pg/g ps (dieldrin)

Blancs moyens : inférieurs a 11 pg/g ps (dieldrin)

Justesse sur matériau de contrdle qualité interne : entre -11% (pp’DDE) et +35% (pp’DDT)

BFR

Rendements moyens des composés isotopiqguement marqués : entre 71% (**C-PBDE 183) et 87% (*3C-PBDE
153)

LQ moyennes : inférieures a 6 pg/g ps (PBDE 47)

Blancs moyens : inférieurs a 3 pg/g ps (PBDE 47)

Justesse sur matériau de contrdle qualité interne : entre -14% (PBDE 183) et +12% (PBDE 47)

PFAS

Rendements moyens des composés isotopiquement marqués : entre 50% (*3C-PFTeDA) et 87% (**C-PFNA)
LQ moyennes : inférieures a 71 pg/g ps (PFHxA)

Blancs moyens : inférieurs a 58 pg/g ps (PFHxA)

Justesse sur matériau de contréle qualité interne : entre -44% (PFHxA) et +23% (PFTrDA)

HBCDD

Rendements moyens des composés isotopiquement marqués : entre 70% (*3C-y-HBCDD) et 87% (*3C-a-
HBCDD)

LQ moyennes : inférieures a 12 pg/g ps (y-HBCDD)

Blancs moyens : inférieurs a 6 pg/g ps (y-HBCDD)

Justesse sur matériau de contrdle qualité interne : entre +2% (B-HBCDD) et +5% (y-HBCDD)
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Per- and Polyfluoroalkyl Substances (PFAS; C Fj,+1—R)

A
¥ A J
Perfluoroalkyl Acids (PFAAS) PFAAs Precursors Polymers
|
¥ v

Perfluoroalkyl Perfluoroalkyl Perflucroalkyl Perflucroalkyl Perflucroalkane Perfluoropolyethers
carboxylic acids sulfonic acids phosphonic acids phosphinic acids sulfonyl fluorides (PFPEs)
(PFCAs) (PFSAs) (PFPAs) (PFPiAs) (PASFs) Flucrotelomers
(CrosFan—COOQH)  (CiFz.—S0O:H)  (CiF2n.—PO:H;) (CoF ane—PO;H) (CoF30.—80~R) (C,Fz.~C;H~R) Fluoropolymers
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« PFPeA(n = 5) *PFPeS(n=5) « PFHxPA (n = 6) « CBICE PFPIA «Me-FOSA(M=8) +62FTOH (n=6) «  PVDF
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Figure 1. Per- and polyfluoroalkyl substances (PFASs) family tree including perfluoroalkyl acids (PEAAs), PFAA precursors (e.g., perfluoroalkane sulfonyl fluorides
and fluorotelomers), and polymers (e.g.. fluoropolymers and perfluoropolyethers). PEA As include perfluoroalkyl carboxylic acids, perfluoroalkyl sulfonic acids,
perlTuoroalkyl phosphonic acids (PFPAs). perfluoroalkyl phosphinic acids, perlluoroalky] ether carboxylic acids , and perlluoroether sulfonic acids. Molecular
structures of typical PFAS compounds (in red) including anionic PFOA and perfluorooctanesulfonic acid, C8/C8 PFPiA, cationic perflucroctaneamido ammonium

iodide, and zwitterionic 6:2 fluorotelomer sulfonamide alkylbetaine are highlighted.

Figure 30- PFAS Extrait de (Lyu et al., 2022)
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Annexe 2. MM Contaminants inorganiques (Ifremer,
RBE/CCEM/ LBCM)

Hg. Les concentrations en mercure total (Hg) dans les muscles de poissons ont été déterminées par
spectrométrie d’absorption atomique avec une amalgamation par un piége d’or (Advanced Mercury Analyser
AMA-254, Altec Ltd.), suivant une méthode interne appliquée au laboratoire Ifremer CCEM et adaptée de
Cossa et al. (2002). Brievement, la procédure analytique se compose des séquences suivantes : (1)
combustion a haute température (550°C) de I’échantillon solide (30 a 65 mg de matiére seche) qui le réduit
en cendres, et volatilise le Hg qu’il contient ; (2) amalgamation du Hg sur un piége d’or ; et (3) mesure du Hg
collecté par spectrométrie d’absorption atomique aprés chauffage du piege a 800°C. Des matériaux de
référence certifiés (MRC) ont été analysés suivant la méme procédure que les échantillons : DORM-4
(protéines de poissons, National Research Council Canada/NRCC) et IAE4-407 (homogénat de poissons,
International Atomic Energy agency/IAEA). Les taux de recouvrement étaient supérieurs a 90%, pour ces 2
MRC. Avec cette méthode, la LOQ pour le Hg total mesuré est de 0,015 mg/kg ps.

Autres ETM. Les contaminants inorganiques (autres que le Hg) analysés dans les foies de poissons sont deux
des indicateurs communs d’OSPAR (éléments non-essentiels et/ou ayant une toxicité particulierement
élevée chez les bivalves et les poissons) : le cadmium (Cd) et le plomb (Pb), ainsi que d’autres éléments non-
essentiels comme I'argent (Ag). lls incluent également des éléments essentiels, avec un réle biologique avéré,
mais pouvant étre toxiques sous certaines formes chimiques et/ou a des concentrations élevées : le cobalt
(Co), le chrome (Cr), le cuivre (Cu), le fer (Fe), le manganese (Mn), le molybdene (Mo), le nickel (Ni), le
sélénium (Se), le vanadium (V) ou encore le zinc (Zn). Les concentrations en tous les éléments autres que le
Hg (voir ci-dessus) ont été déterminées par spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (ICP-MS,
modele ICAP-Qc de ThermoFisher), aprés minéralisation des échantillons par voie humide et acide assistée
par micro-ondes (ETHOS-UP, Milestone), suivant une méthode interne multi-élémentaire développée et
appliquée au laboratoire LBCM, et adaptée de la méthode ANSES/LSAliments/LSA-INS-0084 (ex ANSES CIME
08). Brievement selon cette méthode interne, si possible 200 mg + 20 % de matiere seche (homogénat de
tissu lyophilisé) sont mis en solution dans une mixture d’acide nitrique (HNO3, 65% Suprapur®) et d’eau de
qualité milli-Q dans des bombes en téflon adaptées, pour minéralisation (solubilisation de I'échantillon) par
micro-ondes. Les minéralisats sont ensuite complétés a 50 mL avec de I'eau milli-Q puis stockés a I'abri de la
lumiére jusqu’a analyse. Une solution d’étalons internes (In) est ajoutée aux échantillons minéralisés juste
avant analyse par ICP-MS, afin de suivre (et corriger) les éventuelles dérives de I'appareil au cours des
analyses. Les concentrations en ETM ainsi mesurées sont corrigées des blancs réactifs et converties mg/kg
poids sec (ps) selon la prise d’essai de départ (en mg), le volume de reprise (50 mL), et le facteur de dilution
éventuel. Tout comme pour le Hg, des MRC ont été analysés selon la méme procédure que les échantillons
pour s’assurer de la validité des résultats : DOLT-5 (foie de roussette, NRCC) et DORM-4 (protéine de poisson,
NRCC). Les éléments gardés (voir section 2.5.1) avaient des taux de recouvrement des MRC satisfaisants par
rapport aux attentes de la méthode, i.e. compris entre 70 et 130% (soit un écart de moins de 30% par rapport
a la valeur certifiée). Enfin, avec cette méthode, les limites de quantification (LOQ) pour une prise d’essai
moyenne de 200 mg ps étaient de 0,0004 mg/kg ps pour Ag, 0,001 mg/kg ps pour Cd, 0,002 mg/kg ps pour
Co, 0,104 mg/kg ps pour Cr, 0,57 mg/kg ps pour Cu, 0,739 mg/kg ps pour Fe, 0,033 mg/kg ps pour Li, 0,019
mg/kg ps pour Mn, 0,003 mg/kg ps pour Mo, 0,062 mg/kg ps pour Ni, 0,019 mg/kg ps pour Pb, 0,0003 mg/kg
ps pour Tl, 0,002 mg/kg ps pour U, 0,025 mg/kg ps pour V et 2,4 mg/kg ps pour Zn.
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Annexe 3. Complément aux analyses statistiques
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Figure 31 - Corrélations de Pearson pour les biomarqueurs, les contaminants organiques et ETM quantifiés dans une
majorité d’échantillons de poissons collectés lors de la campagnes SELIMANCHE 2021 et p-value associé. Les données
de concentrations sont log-transformées et normalisées 1) par les lipides pour les contaminants hydrophobes (PCB,
OCP, PBDE), 2) en poids frais pour les PFAS ou 3) en poids sec pour les ETM. Ordre des substances pour le chart
« organique » : PCB28, PCB52, PCB77, PCB101, PCB105, PCB118, PCB123, PCB126, PCB138, PCB153, PCB156, PCB157,
PCB167, PCB169, PCB180, PCB189, A.HCH, G.HCH, op.DDD, op.DDT, pp.DDD, pp.DDE, pp.DDT, PBDE28, PBDE47, PBDE49,
PBDE100, PBDE154, a.HBCD, PFOS, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA, PFTeDA.
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Tableau 26 — Pourcentage de variance expliqué par les 2 premiers axes et scores des variables sur ces axes pour les ACP discutées et capacité d’ajustement de variables
environnementales (Station) ou biologiques (Espéce, Age, Sexe) sur le modéle de I’ACP (Figure 20). Les ACP sont menées par groupe de variables : biomarqueurs, ETM et
contaminants organiques et par groupe d’espece : flet + sole, flet ou sole. Les ACP sont centrées-réduites. Les individus sont agés de 0 a 3 ans (i.e. < 4 ans). Les cellules en gri5/- ont
une abscisse > 0,5 ou < -0,5 sur I'axe discriminant la zone (gris : réponse plus altérée en Seine, - : réponse plus altérée en Somme). Les cellules en bleu/jaune ont une abscisse > 0,5
ou < -0,5 sur I'axe discriminant les especes (bleu: réponse plus altérée chez la sole, jaune : réponse plus altérée chez le flet). En gras, les variables ayant une abscisse > 0,5 ou < -0,5
sur un axe dont aucune corrélation avec une variable environnementale (Station, Zone) ou biologique (Espece, Age, Sexe) n’est identifiée.

Biomarkers ETM (dry weig ht) Organic contaminants (lipid weight except PFAS:
wet weight)
F+S Flounder Sole F+S Flounder Sole F+S Flounder Sole
N=136 N=37 N=99 N=44 N=10 N=34 N=30 N=10 N=20
Axe PCl1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PCl1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2
Proportion 0,29 0,14 0,22 0,12 0,22 0,15 0,35 0,29 0,52 0,22 041 0,17 0,55 0,26 0,64 0,23 0,53 0,26
Explained per axe
Scores
OHPyr 0,79 -1.33 -1.130,42 0,92 -1.10 Ag 1.09 0,14 -0,12 - -0,28- PCB28 -1.12 -0,01 -0,75 0,12 -1.02 0,09
OH9BaP 1.04 -1.35 -1.120,35 1.18 -0,99 Cd -0,43 -1.10 0,80 0,14 -1.090,00 PCB118 -1.12 -0,02 -0,86 0,14 -1.02 0,13
MN.1000.C 0,23 0,44 0,02 -0,16 -0,210,37 Co -0,97 -0,62 0,65 -0,28 -0,95-0,32 PCB153 -1.11 -0,06 -0,85 0,18 -1.02 0,08
COMET _Tail :0,62-0,35 - -0,44 0,77 -0,06 Cu 0,57 -0,17 0,50 0,42 -0,32- pp.DDE -1.16 -0,01 -0,86 0,09 -1.04 0,06
AChE 1.18 -0,09 0,57 0,35 0,15 -0,05 Fe 0,66 -0,57 0,77 0,23 -0,39-0,27 Dieldrin  -1.01 0,29 -0,85 -0,02 -0,80 0,44
LMS?t 0,71 -0,53 0,97 0,00 l-0,63 Hg -0,58 -1.00 0,71 -0,30 -0,970,25 G.HCH -0,76 0,05 -0,71 0,38 -0,50 0,00
Vvl 1.63 0,36 -0,51-1.05 -1.00 Li 1.02 -0,42 0,70 0,00 -0,700,37 PBDE49 -1.10 0,22 -0,86 0,14 -0,94 0,28
S.vi -1.53-0,57 0,36 1.18 1.20 0,95 Mn 1.21 -0,21 0,81 -0,03 -0,840,35 PBDE10O -1.14 0,07 -0,84 0,17 -1.02 0,08
Nv1 +0,66-0,86 0,12 0,86 0,69 0,19 Mo 1.21 -0,34 0,79 0,31 -0,92- PBDE154 -1.12 0,01 -0,85 0,19 -0,98 -0,01
Vv.NL.1 1.23 0,35 -0,06-0,78 --0,46 Ni 0,20 -1.00 0,57 -0,54 -0,98-0,06 PFOS -0,27 0,90 - 0,46 -0,26 0,86
GON_Lang.Index-0,590,00 0,51 -0,26 0,23 0,21 Pb 0,64 -0,44 0,45 - -0,620,50 PFOA -0,18 0,55 0,31 0,69 -0,06 0,32
LIV_Indiv.Index :0,51-0,33 0,41 0,00 0,23 -0,45 Tl 0,98 027  -0,03 024 0,18 0 PFNA 068 oss @62 o047 OJ6# o078
U -0,10 -1.19 0,80 -0,19 -1.040,38 PFDA 0,30 1.09 0,31 0,75 0,40 0,95
\Y, 0,18 -1.00 0,76 -0,38 -0,800,17 PFUnDA 0,38 1.05 0,46 0,67 - 0,85
Zn 1.09 0,14 0,34 - -0,77-0,29 PFDoDA -0,41 1.03 -0,33 0,70 -0,08 1.00
Goodness of fit 2 p 2 p rr p r2 p r2 p 2 p r2 p r2 p r2 p p
for each PCA Species 0,36 0,001 Species 0,46 0,001 Species 0,14 0,01
Station 0,44 0,001 0,38 0,001 0,32 0,001  Station 0,28 0,002 0,46 0,01 0,36 0,001 Station 0,55 0,00 0,47 0,01 0,66 0,001
Age 0,19 0,001 0,16 0,002 Age 0,14 0,014 0,22 0,01 Age 0,08 0,11
Sexe 0,10 0,001 0,00 0,99 0,01 0,32 Sexe 0,14 0,003 0,00 1.00 0,01 0,75 Sexe 0,07 0,16 0,02 0,74

1 Pour ces ACP, une réponse plus élevée des parameétres des lysosomes est considérée comme dévaforable/altérée, sauf pour la LMS et S/V, pour lesquelles une réponse plus faible est considérée
comme dévaforable/altérée.
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