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RESUME

Historiguement abondante et répandue en Eur op e et en Am®r i que du N
européenne (Anguilla anguilla) et | 6 an g u i Angudla rastrate)rs®nt deg especes en
déclin ayant des cycles de vie semblables. Les explications possibles de ce déclin incluent les
changements climatiques, la surpéche, la dégradation de I'habitat, le parasitisme et la
contamination. Confrontée a un mélange de contaminants et a des facteurs de stress
environnementaux de plus en plus nombreux, I 6ang
| 6apparitiaogesdeceddnmnm aires, | 6appariti affacterdsa | ®si o
croissance, sa reproduction ou sa survie. De plus, les gradients écologiques tels que la
localisation géographique, la distance de la zone de frai et les conditions physicochimiques de
I
I
t aux ddaccumul at i o.nCettd eétsde spatiale ghoiti gitess ret deux pays) et

6habitat de croissance affectent directement ou
6anguill e, ce qui pour r ai la disributian,cle rmétabolBimeadt Eme n t I
comparative (deux esp ces doéanguill e) a pour obj
compl exe de contaminant s (organiques et me®t al | i
européenne et américaine au stade jaune en tenant compte des facteurs environnementaux et

biologiques. A cette fin, une batterie de biomarqueurs associée aux enzymes de
biotransformation, aux capacités antioxydantes et aux lésions histopathologiques a été utilisée.

L 6 a c t il'enzym®éthtgrésorufine O-dééthylase (EROD) et les activités antioxydantes de la

catalase (CAT) et de la superoxyde dismutase (SOD) ont été mesurées dans le foie. Les

mesures de la densité et de la surface des centres mélanomacrophages (CMM) ainsi que les

dépbts pigmentair es dO6h®mosi d®r i ne et de 4 dapsold mate dé&sne ont
anguilles. A I'été 2011 et 2012, les anguilles jaunes (stade de croissance) ont été recueillies a

deux sites de référence et deux sites contaminés le long du Systéme du Saint-Laurent (SSL) et

du Systéme de la Gironde (SG). Les concentrations tissulaires des contaminants organiques et
inorganiques ont été mesurées dans les anguilles. Notre étude a démontré que les anguilles

américaines originaires des sites en amont du SSL présentaient des croissances
significativement plus rapides que celles originaires des sites en aval contrairement aux
anguilles europ®ennes originaires de | 6amont du S
celles situées en aval. Ce résultat remet en question le paradigme courant concernant le patron

de variabilité spatiale des taux de croissance chez A. rostrata. Par la suite, des relations entre



les variables biologiques, les contaminants et les biomarqueurs ont été mises en évidence et
interprétées” | 6 dndal gses en composanGhez plrGaincg wiall lees a M
aucune influence majeure des contaminants organiques persistants sur l'activité hépatique

d 6 E R,@eB enzymes antioxydantes et les biomarqueurs histopathologiques n 6 &é identifiée

dans les anguilles échantillonnées dans les sites contaminés et de réféerence. Chez | 6angui |
européenne, des relations entre la contamination organique (PCB, PBDE et DDT et métabolites)

et | es niveaux doaretfaicontarir@tion reétalliqae (IGekclire et tadndum} et

|l a densit® des CMM ont ®t® mis en ®vidence chez |
associations entre biomarqueurs, facteurs biologiques et environnementaux ont également été
discutées. Chez les deux espéces, des teneurs élevées d'hémosidérine dans les CMM de la
rate ont été mesurés chez les anguilles des sites d 6 e a u s gar mepgont aux anguilles
originaires des sites d'eau douce. Les résultats ont montré une association possible entre les
teneurs élevées d 6 h ® more ietdaRcontamination métallique (I Gsenic pour A. anguilla et le
plomb pour A. rostrata). A travers ces résultats, les anguilles européennes originaires du SG
semblent plus affectées par les contaminants que leurs cousines américaines du SSL. Les liens
entre concentrations tissulaires de PCB ou de cadmium et biomarqueurs (EROD et CMM) ont
aussi été documentés chez des anguilles de Certes exposées en laboratoire a chaque
contaminant individuellement et présentant des conditions nutritionnelles variées. Les anguilles
ont été soumises a différentes conditions environnementales (salinité et sous-alimentation) et a
différentes concentrations de contaminants. Les résultats ont mis en évidence une relation dose
réponse significative de l'activité d BROD mesurée dans les anguilles exposées aux PCB les
plus toxiques présents dans la solution de pyralene. Aucun effet du Cd n'a été détecté sur
| 6 act EROD bwsurdaddensité des CMM. Enfin, | 6 a u g me nt aguifaoendesdCd/M

semble étre associée a un dépdt d'hémosidérine dans les CMM a i n s a degjcorientrations

Q

élevées de cadmium dans le foie. Ces travaux de thése fournissent une base de données pour
mieux cibler et prioriser les futures études sur les impacts des contaminants sur la santé de

languille dans les bassins de la Gironde et du fleuve Saint-Laurent.
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ABSTRACT

Historically abundant and widespread in Europe and North America, the European eel (Anguilla
anguilla) and the American eel (Anguilla rostrata) are declining species with similar life cycles.
Possible explanations for this decline include climate change, overfishing, habitat degradation,
parasitism and contamination.

The presence of complex mixtures of contaminants combined with other potentially confounding
factors (i.e. natural factors) are known to cause cell damage, histopathological lesions and could
affect eel growth, its reproduction or survival. Moreover, ecological gradients such as latitudinal
cline, distances from the spawning site, and physicochemical conditions (for example, salinity
and temperature) o f  egeowth kabitat could directly or indirectly affect e e | gfowth rate and
could also influence the absorption, distribution, metabolism and accumulation of contaminants.
The present field study was conducted on Atlantic eels in eight sites varying in organic and metal
contamination along the Saint Lawrence and the Gironde systems, respectively. The aim of the
study was to investigate the impact of contaminants on the health status of Atlantic yellow eels,
taking into account environmental and biological factors related to the sampling. To the end, a
battery of biomarkers was used: liver ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) activity, antioxidant
enzymes (catalase and superoxide dismutase) and spleen histopathological biomarkers (density
and surface of MelanoMacrophage Centers (MMCs), hemosiderin and lipofuscin pigments).
EROD, CAT and SOD enzymatic activities were measured in the liver. Density, surface of MMCs
as well as deposition of hemosiderin and lipofuscin pigments were determined in spleen. In
summer 2011 and 2012, yellow eels were collected at two reference sites and two contaminated
sites along the St. Lawrence System and the Gironde System (SG). Concentrations of organic
and inorganic contaminants were measured in eel tissues.

Our study showed that the early size-at-age of A. anguilla were higher in downstream and more
saline Gironde system habitats than in the upstream fluvial section and that early size-at-age of
A. rostrata from the upstream Saint Lawrence system, most distant from the spawning area,
exceeds those of eels sampled downstream, at less distant sites in the estuarine section. This
result calls into question the current paradigm concerning the pattern of spatial variability of
growth rates in A. rostrata. Then, principal component analysis was useful to discriminate effects

of anthropogenic contaminant gradients, biological characteristics on biomarker responses, over
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a large geographic scale. For A. rostrata, no major influences of persistent organic contaminants
on hepatic EROD activity, antioxidant enzymes and splenic histopathological biomarkers were
identified in eels sampled in contaminated and reference sites. For A. anguilla, higher hepatic
catalase activity in eels from contaminated sites was related to higher concentration of organic
contaminants (DDT and metabolites, sum of PCBs, sum of PBDEs) and density of MMC in eels
from the contaminated river Garonne with higher muscle Hg and Cd. In both species, higher
depositions of spleen hemosiderin pigment were measured in eels from the most brackish sites
compared to eels living in freshwater environments. Results showed a possible association
between higher hemosiderin pigment and metals contamination (Arsenic for A. anguilla and lead
for A. rostrata). In comparison to its American cousin from the SLS, A. anguilla from Southwest
France may be more affected by contaminants.

In order to specifically verify impact of contaminant and environmental factors on biomarker
responses, a laboratory experiment on European yellow eels was carried out. Eels were
exposed during 45 days to natural factors (high salinity or diet restriction) or contaminants (PCBs
or Cd) at levels close to those found in the contaminated sites. Our results revealed a dose-
response relationship between EROD activity and muscle PCB concentrations and confirmed
that EROD activity is a sensitive tool to detect exposure for the most toxic PCBs. No effect of Cd
was detected on EROD or spleen density of MMC. However, a higher surface of MMC was
associated with higher liver concentrations of Cd and higher hemosiderin deposition in MMC
suggesting a potentially toxic effect of Cd. Finally, this work provides a database to better target
and prioritize future studies on the impacts of contaminants on eel health in the Gironde and St.

Lawrence River basins.
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1. INTRODUCTION

Les estuaires et |l es fleuves sont auwhique etfiocishicplyy st  me s
fa-onn®s par | es gradients doéhydrom®trie et de s:;
filtre entre | e bassin versant et | 6oc ®an. Ces mi

les prairies, les friches et les boisements humides qui abritent des especes végétales et
piscicoles et qui sont idéaux pour la reproduction et la croissance des organismes aquatiques.

Les fleuves sont des milieux hydrauliques et énergétiques trés puissants. lls sont d'une

importance majeure pour les écosystemes d'eau douce et pour l'utilisation humaine d éau. Leur

débit et leur température jouent un role direct sur la qualité de I'eau (Ducharne, 2008), le taux de
croissance et la distribution des or ghommsyrees d' ea
toujours vu un enjeu économique notamment pour la production d'énergie thermoélectrique et
hydroélectrique (Forster et Lilliestam, 2011), la production d'eau potable (Ramaker et al., 2005),

la péche (Ficke et al., 2007) et les loisirs (Webb et al., 2008). Les estuaires quant a eux sont des

pl ans d o6 efarmés oudes wdux douces des rivieres et des fleuves viennent fusionner

avec l'océan (McLusky et Elliott, 2004). L6 est uaire est une voie de pas
poissons migrateurs. Les espéces les plus e mb |l ® mat i ques s(Acipénset sp.g Bt ur ge o |
saumon (Salmo salar), la truite de mer (Salmo trutta trutta), les lamproies (Ichthyomyzon et
Petromyzon sp.) et | Anagoilpsipl.)e (Dbéautres esp ces Vviennent
reproduire ou sO8y n oArgyrosomus reguf) owla ole coommuna (Saea e (

solea) (Lobry et al. 2003). Les estuaires constituent aussi une nourricerie pour les formes

larvaires et un abri pour les jeunes poissons (Boehlert et Mundy, 1988). Les fleuves, et surtout

| 6 est uai r eunterotoirs frivildgié poorties espéces migratrices.

En raison de la croissance démographique et du développement industriel et agricole, les
estuaires et les fleuves sont pollués par une grande variété de contaminants chimiques qui sé y
mélent. On distingue plusieurs sources de pollution affectant les estuaires et les fleuves et par
conséquent les organismes qui y habitent: I'appauvrissement en oxygene (hypoxie, et méme
anoxie) (Séiz-Salinas,1997), l'accumulation de substances toxiques (comme les composeés
organiques toxiques, les produits pétroliers et les métaux) (Bryan et Langston, 1992), les
déversements (déversements de pétrole) (Colombo et al., 2005), les agents pathogénes (a partir
des eaux usées) (Lipp et al., 2001), et également les sédiments agissant comme un réservoir
pour les contaminants (Budzinski et al., 1997; Chapman et Wang, 2001 ; Santos et al., 2008).

Plus récemment, les changements climatiques exercent une pression supplémentaire sur les



systemes estuariens et fluviaux ainsi que sur | e s popul ati ons. Pagmiiles séy tr
pressions, notons I'élévation du niveau des eaux, la variabilité accrue dans les températures et

les précipitations (modification de la salinité) qui ont des effets directs ou indirects sur les

populations de poissons (Reist et al., 2006 ; Church et al., 2011). Comme nous |l 6avo
mentionné précédemment les polluants sont donc rarement seuls dans les milieux aguatiques,

la plupart du temps ils sont mélangés et interagissent avec les multiples facteurs de stress
environnementaux incluant la hausse des températures, les variations de salinité, hypoXie,

| 6 aci detfdds cadidatione WV, la diminution de la disponibilité de nourriture (rapport annuel

de | 6agencre pauullervippnennent). En consi d®r ant | 6ensembl e
environnementaux et anthropiques, les organismes aquatiques subissent au cours de leur vie de

multiples stress pouvant modifier leur cycle de vie, conduire a des changements physiologiques

et entrainer des dommages cellulaires et tissulaires menant parfoisalamortde | dor.gani s me
Parmi les espéces migratrices me nac ®e s dans | 6Atl antique Nor d,
I 6 a n gAnguilld sp.). I(@nguille européenne (Anguilla anguilla, Limnaeu s , 17 a®lille e t | 6

américaine (Anguilla rostrata, LeSueur 1821) sont deux espéces d 6 a n gquiiotclpent cette

aire géographique. Ldéanguill e eur auylNerd-OQmes ts ed e e llefloddudelaqgue et
cOte Ouest du continent européen, de la Méditerranéej us qu den( Avsilsaennde2003) . L&
am®ricaine quant - el | e, se di s térquebaite d @®tleonndg dd

Venezuela au sudj u s g Grdemland au nord (Tesch et Rohlf, 2003). Les anguilles Atlantiques

(européenne et américaine) ont un cycle de vie unique. Leur cycle comprend 4 phases de vie
(embryonnaire, larvaire, juvénile et adulte) et 2 métamorphoses (Figure 1.1). La phase adulte

est séparée en deux stades : le stade dit « jaune » et le stade dit « argenté » en relation avec

| 6apparition de certains pigments. Léanguille jau
eaux douces des cour s d o eoaenmilielbestuarien et ¢cotier perdanet de s
des dizaines dbéann®es pui U eaptuariantl @r sgudnell li @ ua cant
suffisamment de réserves énergétiques et devient sexuellement mature pour aller se reproduire
enmer.Ellenese reproduit qubéune seule foi sA aguillcebur s de
A. rostrata constituent deux popul ati ons di stinctes dbdédanguill es, L
Europe qui se reproduisent séparément dans la méme zone, la Mer des Sargasses (Wirth et

Bernatchez, 2003). On parl e dbéesp ces s®mel pares et panmi
reproduction,lecy cl e d®bute vers |l e prifntugmpdebor $ede ®baeE
phase larvaire. La larve est appelée leptocéphale et se dével oppe dans | d6ocl®an. Pu

période de dispersion océanique : la larve va croitre tout en gagnant les cdtes américaines et



europ®ennes ° | 6aide des courants oc®aniques not a
et | e courant de | 6Atl antique Nord. é& | dapproche
niveau des estuaires, a lieu la premiere métamorphose de la leptocéphale en civelle (Antunes et

Tesch, 1997).La <ci vell e amorce | a phase juv®nile. Lors
jaune, la civelle devient anguillette. Elle quitte souvent| es estuaires et remonte
et les riviéres pour atteindre les lacs et les marais en quéte de nourriture. Quand le processus

de pigmentation est compl ®t ®, on parle dbdédanguill e
individus subissent une 2°™ métamorphose appelée « argenture », dont le nom est lié au

changement de pigmentation : les anguilles prennent une couleur plus métallique et argentée.

La m®t amorphose correspond ° |l darr °t de | 6ali men

développement du systeme reproducteur.

civelle | S TZ755Rhy , ||
= ,, Phase(juv@nile

1 e M@amorphose

Phase(Larvaire

Leptoc@phale

Phase(
embryonaire

o % Oc®an

2/ans

Continent |
De/5/ 130/ |

ans h—

nt ant | es di

Figure 1.1: Le cycl e vital de  6anguill e p s e
06 et adapt ®e pe

r
m®t amorphoses (dbéapr s Van Ginneken, 2

Depuis un peu plus d'une vingtaine d'années, les populations d'anguilles européennes et
ameéricaines font l'objet d'un déclin trés important (Bruslé, 1990 ; Moriarty et Dekker, 1997 et

Stone, 2003). En Europe, | 6 angui | | e eseinscrite puRla liste souge en danger majeur



déextinction par e podrlanCorsarvatibmde &aMNatae (IUGN, 2015). Depuis
ma i 2012, anhédcaimegest iinkctite sur la liste de la loi sur les espéces en péril du
gouvernement fédéral, elle a été désignée comme « espéce menacée » (COSEWIC, 2012).
Plusieurs hypotheses ont été proposées pour expliquer ce déclin. Les changements climatiques
et océanographiques engendrant des modifications de température, de stratification et de
courant peuvent affecter la disponibilité de nourriture pour les larves et leur transport vers les
cbtes continentales (Moriarty et Dekker, 1997 ; Knights, 2003 ; Bonhommeau et al., 2009). Les
changements climatiques peuvent également affecter la disponibilité de nourriture pour les
anguilles jaunes, engendrer des restrictions alimentaires et avoir des répercussions sur les
capacités a migrer et a se reproduire (Belpaire et al. 2009). Ch e z | 0 jaumeg wné redtrietion
alimentaire peut influencer labdcumulation de réserves lipidigues nécessaire pour sa
reproduction, par exemple par une remobilisation des graisses et des contaminants lipophiles
chez le poisson en manque de nourriture ce qui pourrait avoir des répercussions sur son
métabolisme (Belpaire et al. 2009). La modification des conditions hydriques sur les continents
pourrait également avoir un effet sur la croissance et la migration des anguilles toujours en lien
avec une augmentation de la température et des changements au niveau des précipitations
(Knight, 2003). La surpéche pourrait étre un facteur important, qui aggrave les effets des
changements océaniques et climatiques (Fontenelle et al.,, 1997). Un autre facteur est la
construction de barrages hydroélectriques et autres aménagements dans les fleuves et les
rivieres qui représentent des obstacles a la migration anadrome des jeunes anguilles vers leur
habitat dulcicole mais également lors de la dévalaison des anguilles matures, prétes a se
reproduire (Amilhat, 2007 ; Liermann et al., 2012). Les pathogénes constituent également une
menace pour Lelnénaatdeuathogene le plus invasif retrouvé actuellement chez
| 6 a n g u iAhglilkcolaecgssus. Il est originaire du sud-e s t de lesh Andémeue eld
| 6angui | | eOnjlearpnoamteei asissi.bien chez |adguille européenne g wadéricaine
(Moravec, 1992 ; Li et al., 2015). Les conséquences sont considérables puisque les anguilles
infestées ont des problemes de fonctionnement de la vessie natatoire, une diminution des
réserves énergétiques et des capacités de nage, une réduction de la croissance, une forte
réponse inflammatoire et une diminution de la résistance aux autres stress environnementaux
(kirk, 2003). Enfin,]| 6 un des facteurs |l e plus ®tudi ® de nos |
la pollution des écosystemes aquatiques (Feunteun, 2002 ; Belpaire et al., 2009, Geeraert et
Belpaire, 2010). Par sa position au sommet de | a cha’ " ne a
seul ement l es effets directs des contaminants (c

également les effets indirects engendrés a des niveaux trophiques inférieurs (Rasmussen et


http://www.sararegistry.gc.ca/approach/act/default_f.cfm

Morrissey, 2008). Par sa longue phase de croissance, son régime alimentaire varié et son mode
vie benthique, elle est une espéce particulierement exposée aux polluants et peut servir
doéi ndi c at ecentratiodse lecales de polluants métalliques (Durrieu et al., 2005) et
organiques (Couillard et al., 1997; Tapie et al., 2011, Byer et al., 2013).

Le programme de recherche sur lequel repose mes travaux de thése vise a avancer nos

connaissances sur lesaspects des relations entre |l a polluti
continental, | a contaminati on de l 6anguill e et I
physiologique etlasantt de | 6 aBiguam®ki or ant notre comgel@®hensi o

pollution reliée aux activités miniéres, industrielles et urbaines dans le déclin des anguilles
ddAmM®ri que et europ®ennes, ce projet contribuer a
écologigues a long terme de la pollution anthropique et a orienter les politiques et programmes
de recherche visant a protéger ce précieux poisson, a favoriser son rétablissement et a

empécher sa disparition.

Pour cela, nous avons effectué une campagne déo®chantill onnage d o
originaires de deux systemes fluvio-estuariens caractérisés tant par des variations physico-

chimiques (salinité et température) que par leur imprégnation historique en contaminants. I

s 6 a @$ hydrodystémes du Saint-Laurent (Québec, Canada) et de la Gironde (France). Nous

nous sommes particulierement intéressés au stade jauned e cr oi s s anc eDurdnécel angu
stade, l a principale act i poutc@itraetacdurddensyfiisammers est d
de réserves énergétiques et atteindre une taille assez grande pour se reproduire. Cette période

est marquée par une accumulation potentiellement importante de contaminants dans les
anguilles. Dans | e but de comprendr eouls@iefifflece nee |
croissance sur | a rmouws navoBs utllise uredbattergeude | blomarqueurs
déexposi ti olesbemarqdetired & e x 5 opermettenvde détecterl a pr ®s ence do
substance exog ne, de son m®t abol ite ou | e pro
xénobiotique et une molécule ou cellule cible (Van der Oost, 2003). Les biomarqueurs d 6 e f f e t

sont des mesures biomoléculaires, cellulaires ou tissulaires qui indiquent des altérations dues a

de multiples stresseurs (Van der Oost, 2003). Une grande propor t i on des bi omar queu.l
sont nontspécifiqguesetr®pondent | 6 edtrésednvirannbementaaxtvarids incduant

une contamination multiple et chronique dont la source est diffuse et mal connue (Kelly et Janz,

2009).



Dans notre étude,la mei | | eur e f a- on d e cesmulipesstness esedutiligei mp a c t
une approche systématique, en déautres ter mes, appr®hender I a
di ff® rentes ®tapes afin de comprendre |ILaumempleesxi
premieres étapes a été de caractériser la variabilité de la croissance a un jeune age des

anguilles capturées en lien ou non avec les caractéristiques des différents habitats (salinité,

distance de la mer des Sargasses). Cet t e st r ata®@gmiede don@endrel davantage

les différences morphologiques entre les anguilles ainsi que leur histoire de vie. Ces différences
peuvent influencer | 6exposit dumamled pésodeade gaissahdee s a u x
et les réponses des biomarqueurs en lien avec la contamination. Ensuite, nous avons augmenté

la complexité d e | G @nteasdyant de comprendre les effets des contaminants mesurés en

tenant compte des facteurs de stress environnementaux. Pour cela des analyses multivariées

ont été effectuées entre | 6 ensembl e d e s lesc Womargqueurs ned led données
morphométriques des anguilesd ans | e but seuboasnsosenible de contaminants

a une réponse de biomarqueur. Ces analyses ayant été réalisés a partir de données provenant

du terrain et ayant révélé des effets biologiques liés aux contaminants chez A. anguilla, nous

avons tenté de vérifier les effets toxiques et environnementaux obtenus dans les conditions

naturelles chez A. anguilla © | 6 aimedexpositiah en laboratoire a différents contaminants et

facteurs naturels de fagon séparée. Cette analyse en laboratoire a permis de mettre en évidence

des r ®ponses donmis égglenmert detlas xlistigguee des réponses aux variations

naturelles du milieu. La démarche générale des travaux réalisés dans cette thése est illustrée en

figure 1.2.
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1.1 Historique de la contamination dans les systémes de la Gironde et du Saint Laurent

1.1.1 La Gironde

Lébestuaire de | a Gironidree eds@Eulreo pel uasv exa sutnee d sotnwga
jusqud” 12 km de | argeur (cependant peu comparab
Laurent) et une superficie de 635 km?. Déun point de vue hydrodynami

cumulés de deux systémes hydrographiques : la Dordogne et la Garonne qui apportent de 800 a

1 000 m®/s d'eau douce chargée de sédiments.

Léestuaire est pol | u® p acadmiane (Cd),de plosb (ROR teanerkurec o mme |
(Hg), le cuivre (Cu) etlezi nc ( Zn) . Do a p(R008, lePanguilles derla Gardnde adnt
expos®es au cadmium soit directement via | e m®tal
de Cd = 0,2 e€g/1) soit par moynnedeiCe=4adng/gdepdidai re (¢
sec dans la nourriture). Des teneurs élevées en Cd (> 100 pg/g de poids sec) ont été
découvertes a la fin des années 1970 dans les huitres (Crassotreas gigas) d e | 6 embouchur e
| 6estuaire (Claisse, 1989) . S6en est Ssuivie wune

production depuis 1996 (Audry et al., 2004). La principale source de pollution était la mine de
charbon et de traitement de Zc située dans le bassin de Decazeville (Castelle et al., 2007).
Depuis sa fermeture en 1986 et malgré des teneurs décroissantes pour le Cd, le Pb et le Hg, les
teneurs en Cd restent tout de méme supérieures au seuil mesuré au niveau des sites de
référence situés en amont de la mine (Audry et al., 2004). Des récents travaux ont révélé de
fortes concentrations en argent (Ag) (jusqu'a 60 mg/kg en 2003-2004) dans les huitres sauvages

a I'embouchure de l'estuaire de la Gironde (Chiffoleau, 2005).

On retrouve essentiellement comme pesticides, le lindane, qui aprés une augmentation dans les
années 1980, a tendance a diminuer, ainsi que le dichlorodiphényltrichloroéthane DDT dont les
teneurs diminuent au cours du temps mais restent élevées (Cruz, 2015). Parmi les
hydrocarbures aromatiques polycycliqgues (HAP), le fluoranthéne, le phénanthréne et
| 6 ant hgeaetrouvert dans les sédimentsd e | 0 edetlauGadnde @insi que le pérylene
en quantités plus élevées et qui prédomine par rapport aux autres (Budzinski et al., 1997). Pour
les polychlorobiphényles (PCB), le bureau Communautaire de référence de la Commission de la
communauté européenne a défini en 1982, 7 congénéres majoritaires a suivre parmi les 209
congéneres possibles. Cesc ompos ®s maj oritaires dans |,®nviron
101, 118, 138, 153 et 180. En France, I'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments



(AFSSA), conformément aux recommandations de 'OMS, a recommandé un apport quotidien
acceptable (ADI) de 0,02 ug/kg/ jour, une concentration exprimée en équivalent arochlor 1254.
Si I'on considére un homme moyen de 75 kg, il ne peut manger que 20 g d'anguille par semaine
pour respecter cette directive, au lieu d'une portion normale de poisson (environ 150 g). Selon
| 6 ®t ude e al (Z0&lp lee civelles de l'estuaire de la Gironde (incluant la Garonne)
présentent un niveau faible de contamination en PCB et le polybromodiphényléther (PBDE)
avec 28 + 11 ng/g de poids sec et 5 = 3 ng/g de poids sec respectivement. Pour la somme des 7
PCB prioritaires, le niveau de contamination des anguilles augmente du stade civelle au stade
argentée avec des concentrations musculaires allant de 203 a 615 ng/g de poids sec pour les
civelles et de 348 a 1676 ng/g de poids sec pour les anguilles jaunes et argentées collectées
durant 2004 et 2005.

1.1.2 Le Saint Laurent

Léest uai r-laurahtest B alusrgtand estuaire d e | 6 A m® Nardq luest alidnenté en
eaux douces principalement par le fleuve Saint-Laurent qui posséde un bassin de drainage de
1 610 000 km? (soit prés de 25 % des réserves mondiales en eau douce) comprenant les
Grands Lacs, ainsi qu'une bonne portion du réseau hydrographique du continent (Burton, 1998).
Il draine vers l'océan Atlantique par un parcours d'environ 4 000 k m. Lébestuaire

sections : | 6estuai r e -Pfefrevavlileadl’ Od W ®has Htonstitu®

est di

dbébeau

moyen jusqu'au Saguenay et l'estuaire maritime jusqu'a Pointe-dessmont s (consti tu®

saumatre et marine). |l abrite une faune aquatique riche et diversifiée, incluant une population

endémique de mammiferes marins, les bélugas (Delphinapterus leucas) , auj ounaake hui me

(COSEWIC, 2006).

Lébestuaire re-oit des quantit®s i mportantes de

industrialisés des Grands Lacs et du fleuve Saint-Laurent, transportés par voies fluviales et/ou
atmosphériques (Lebeuf et al., 2005). Les effluents des usines de péates et papiers et les
alumineries, les rejets agricoles et municipaux, les ports, les marinas et le trafic maritime sont
des sources locales de contamination (Viglino et Pelletier, 2006). Les effluents urbains sont

responsables dé u n e gea apportsemétalliques dans les eaux qui sont véhiculées de la partie

fluviale vers la partie estuarienne et maritime. Déapr s Go b ela tontribution alés .

(200"

effluentsurbainsaux fl ux m®t al l i ques tot &okmgre8dt13%heourl 60r dr e

le cuivre (Cu), le Zc, le molybdéne (Mo), le Cd et le bismuth (Bi). La présence de calcium (Ca),

Cd, chrome (Cr), Cu, nickel (Ni) et Zc dans les eaux de surface et les matiéres en suspension le



long de la partie fluviale du Saint-Laurent a été confirmé par Kwan et al. (2003) démontrant une
bioaccumulation significative associé a une forte variabilité saisonniére d @cumulation chez la
moule zébrée (Dreissena polymorpha). Au sein du projet, Pannetier et al. (2016) a également
démontré une bioaccumulation de Cu, Hg, Ag, Cd et sélénium (Se) chez les anguilles en
fonction de leur taille et de leur &ge ce qui suppose un possible risque sur la santé des poissons.
Depuis les années 1970, les concentrations de Hg, de HAP et de PCB ont baissé dans les
sédiments et dans le biote (Lebeuf et al., 2007). Cependant, les organismes demeurent exposés
a un mélange complexe de contaminants pouvant avoir un impact sur les populations, seuls ou

en interaction avec dodéautres fack0®8).rs environneme

D 6 a p Byerset al. (2012), (2013) et (2015), les anguilles capturées dans les eaux du lac

Ontario en 2007 et en 2008 présentent de plus fortes concentrations en polluants organiques

persistants (POP) de type dioxine, furane, PCB et OCP par rapport aux anguilles capturées les

m° mes ann®es, dans | es eaux aihuLaufehta@insvoee celles ddse | 6 e st
cbtes du Canada Atlantique. Ces concentrations diminuent d'ouest en est le long du fleuve
Saint-Laur ent et poar adugentert lageramerns sur les cdtes des maritimes. Par

ailleurs, une diminution des concentrations moyennes des POP ( j usqu 6~ 3 faoétés pl us
observé chez les anguilles en 2008 par rapport a celles collectées en 1988 et 1998.

|l nd®pendammentd &aeh d ndtainénl ®myremde, ¢ee PCB représentent 64% de la
contamination totale en POP chez les anguilles, les OCP représentent 32% et les dioxines et

furanes seulement 0.002% soit une contribution tres faible a la contamination totale en POP. En

2008, la concentration moyenne en PCB (46 congénéresme sur ®s dans | a tHotal it
dans les anguilles jaunes et immatures (ayant une taille moyenne de 106,2 cm) étaient de 364

ng/g de poids sec dans le lac Ontario, 2 fois plus que pour les anguilles du fleuve Saint-Laurent,

et 5 fois plus que celles de l'estuaire. Les plus faibles concentrations ont été mesurées dans les

anguilles de la Riviere Sud-Ouest (10,9 ng/g de poids sec). Les concentrations en OCP sont 2

fois moins élevées dans le fleuve Saint-Laurent, 4 fois moins dans l'estuaire, et 10 fois moins

dans la riviere Sud-Ouest par rapport au lac Ontario. Les pesticides les plus abondants présents

dans les anguilles du systéme du Saint-Laurent sont le 4 , -BEE et le Mirex. En 2007 et 2008, la
concentration moyenne de la somme des PBDE (IUPAC numéros 17, 25, 28, 33, 47, 49, 66, 75,

99, 100, 153, 154, 155, 183) est la plus élevée au lac Ontario (26,7 ng/g de poids sec) par

rapport aux autres sections du systeme du Saint-Laurent, et similaire a celle mesurée dans les

anguilles européennes capturées en Belgique en 2009. Celle mesurée dans les anguilles du

fleuve du Saint-Laurent ( m® | ange dbéangui | | e sstgnaronmdos inférieurear gent ®
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a celle du lac Ontario et est différente chez les anguille s d e | .4.&c®ricanmation moyenne
des PBDE dans la riviere Sud-Ouest est environ 9 fois inférieure a celle du lac Ontario. Méme si
les dioxines, furannes et PCB coplanaires sont présents a de faibles concentrations chez les
anguilles du fleuve du Saint-Laurent, ils contribuent néanmoins de fagon importante a la toxicité
(Rigaud et al., 2016).

1.2 Choix du modéle biologique : | 6anguill e eur opn@dcainee et | danguill e

l21L6angui | lliiedicataunde pdllation

Sur le plan ichtyologique, I'anguille est une espece possédant une distribution géographique
étendue et occupe une grande diversité d'habitats au sein du territoire mondial (Laffaille et al.,
2004). Elle est abondante et facile a capturer. Sur le plan écologique, I'anguille est considérée
comme un excellent bioindicateur de l'intégrité du continuum fluvial et de la qualité des
hydrosystémes (Feunteun, 2002). Sa présence dans les cours d'eau indique en effet I'existence
et l'accessibilité d'habitats diversifiés (marais, plaines d'inondation des vallées fluviales, zones
amont des cours d'eau), mais également une bonne qualité physico-chimique de I'eau, I'espece
étant particulierement sensible aux pollutions diffuses (Robinet et Feunteun, 2002). On la
retrouve également dans les riviéres, les lacs et les zones estuariennes. Elle est longévive, au
stade adulte, elle peut vivre de 10 a 30 ans pour les femelles. Elle est benthique et se déplace
sur le fond des cours d'eau et des plans d'eau et est capable de ramper sur divers substrats.
Elle posséde plusieurs stades de vie vulnérables impliquant des changements physiologiques
complexes facilement perturbés (Robinet et Feunteun, 2002) et elle est située a un haut niveau
trophique. Son régime alimentaire se compose de plusieurs espéces animales aquatiques
marines ou d'eaux douces (dulgcaquicoles) surtout celles vivant a proximité du fond, dans les
sédiments et généralement contaminées. Elle est aussi une source alimentaire importante pour
de nombreux prédateurs aquatiques et volatiles (Feunteun et Marion, 1994). Parmi eux, on
retrouve despoi ssons (comme | daiglefin, l e requin, | 6es
balbuzard pécheur, le cormoran), mais aussi des mammiféres marins comme le béluga (Scott et
Crossman, 1974). Particulierement, les stades leptocéphale, civelle et anguillette ont de
nombreux prédateurs, incluant les anguilles elles-mémes aux stades anguillette et anguille jaune
(Nilo et Fortin, 2001). Elle joue également un réle important dans le fonctionnement des
hydrosystemes, plus particulierement dans les flux de matiéres organiques (Laffaille et al.,

2000). Toutes ces raisons font oedoixk 6anguill e est

11



Une des raisons les plus importantes et qui a orienté notre projet de recherche est sa capacité a

accumuler de fortes concentrations en contaminants Persistants, Bioaccumulables et Toxiques

(PBT) et en certains métaux. Les contaminants organiques PBT, de par leurs propriétés

fortement lipophiles, se concentrentdanslest i ssus adi pe uvanne.des métdvavorg ui | | e
sbaccumuler dans diff®rents tissus comme lees br al
stade jaune est une période de croissance durant laquelle la recherche de nourriture est
prépondérante. En se nourrissant, elle accumule des acides gras sous la forme de triglycérides

pour constituer des réserves qui lui serviront au cours de sa longue migration de reproduction
jusqud” | a Mer des Sar g aétsestiné que i®total ded Bpidas stockée ¥n e ) .
et accumulés durant le stade jaune doit dépasser 20% du poids corporel pour couvrir les

besoins de la migratoire de reproduction chez I'anguille argentée européenne (femelle) (Robinet

et Feunteun, 2002). L 6 a n g u i | dstecongsidréenmmme un excellent bio-indicateur des

niveaux de contaminants présents dans son milieu de vie et reflete également leurs variations

au cours d'une période de temps (Geeraerts et Belpaire, 2010).

1.2.3 Une catadromie facultative

Des recherches men®es sur pl us i egquileseur@péepne et s doart
am®ricaine ont d®montr® qubune phase de cCroissa
obligatoire et que la catadromie serait facultative (Daverat et Tomas, 2006 ; Arai et Chino,

2012) . Certains individus enaeu pdRnu cter eentt ¢ fafneaci tsu eennt
leur croissance en milieu estuarien et/ou milieu marin ou encore font des mouvements entre les
milieux saumOtres et | es mi |l i eux doéeauleudweuc e
continentale. Les premiéres études qui ont visé a étudier ce phénomeéne se sont concentrées

sur | es esp ces de zones temp®r ®¢,2000; Limduagetalyi | | e e
2003 ; Daverat et Tomas, 2 0 0 6 ) , ai nsi gue | 6anguid0d2e MadribBoA m®r i q u
et Secor, 2004 ; Lamson et al., 2006 ; Thibault et al., 2007). Daverat et Tomas (2006) et Edeline

etal. (2007) ont propos® | 6hypoth se que certains i
habitats estuariens et c!tier sittobserveaparsapportab® une pl
rivi res et aux mil i eThiraultceHak @0D7) chantecgee lea shquements t s .

de migration entre les habitats de différentes salinités se font au cours des premiéres années de

vie continentale des anguilles entre 1 et 3 ans. Dans le cadre de notre ®t ud e, fadears t un
pouvant influencer I 6 a ¢ ¢ u mtotaleade icantaminants chez | afguille car en se déplacant

déun habitat “ wun autre, e | différents ¢ypet de‘cantareinamsias e e n
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plus ou moins grandes concentrations. L 6 ®t u dpeofilsdn@csochimiques des otolithes permet

de faire un lien entre le poisson et le milieu dans lequel celui-c i r ®si de. Lointerpre®

profils a permis de distinguer les individus qui complétent exclusivement leur phase de
croissance en milieu saumatre, marin ou eau douce et les individus qui effectuent des
mouvements entre | esthadietaBerchetdi@talg 20173.al ®

1.3 Etat des connaissances sur la variabilité de la croissance ch e z nduible européenne et
ameéricaine

Chez |l es poissons, | 6©ge est e st i m®écille mwmlithe,i r de

vert bl'otokthe, situé dans l'oreille interne, est le plus utilisé en écologie car il est
métaboliquement inerte et sa croissance est continue tout au long de la vie du poisson. Chaque
poisson présente 3 paires d'otolithes (sagitta, lapillus et astericus) et leur forme sont différentes
et spécifiques a chaque espéce. Le dénombrement des couches concentriques successives
présentes sur les piéces calcifiées permettent d'estimer I'age et la croissance somatique du

poisson (Brothers et al., 1976).

Dans | e <cas , ldseplud dcenmga étudds ele croissance ne disposaient que de
| 6ot ol i tcommem&hniqieedd e st i mati on de | 6©ge indivi
délicate a mettreen?T uvr e c¢ hez c(kecamte-Fieigem 1985¢ Vollestand, 1988). Les
premiers travaux effectu®s c he antrbvélédeg nésultats de
croissance peu cohérents notamment par le manque de validation abs ol ue dRlus
récemment, des progrés dans la précision des données acquises sur la croissance ont été
effect u®s, not amment avec | Gutilisati on du
esti mat i oehgui pdriné gee préciser, pour chaque spécimen marqué, la croissance
absolue (Mounaix, 1992 ; Panfili et Troadec, 1993). Dans tous les cas, les études ont démontré
une forte variabilité individuelle de la croissance ¢ h e z | & @ettegvariabilité @ été observée

duel | e

dans

| 6 ©ge

mar qu

dans divers habitats (Vollestad, 1992) ou ~ | 6i nt ®r i eur dounehahptaipul at i

(Moriarty, 1983 ; Vollestad et Jonsson, 1988). Elle peut étre liée a divers facteurs de type
environnemental et/ou génétique (C6té et al., 2009, C6té et al., 2014, Boivin et al., 2015, Pavey
et al., 2015).

Comme nous | 6 a v o,nces deux especes ont un cycle de vie commun et présentent de
nombreuses ressemblances. Géographiquement opposées, elles ont cependant quelques
difféerences de comportement et de phénotype liées a leur génétique mais aussi a leur

environnement. Le taux de croissance des larves européennes est de 0,149 mm/jour, soit
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environ 2/3 du taux de croissance des larves américaines (0,213 mml/jour) (Kleckner et
McCleave, 1988). Le taux de croissance des femelles jaunes et argentées américaines varie de
24 & 86 mm/an par rapport a 30 a 60 mm/an pour les européennes (Jessop, 2000).

La taille et |1 6©ge des femel |l es fdteursngeogaphues on aug
comme la latitude et la distance a parcourir du site de croissance au site de reproduction dans la
mer des Sargasses. On constate que les anguilles jaunes américaines échantillonnées dans le
systéme du Saint Laurent ont généralement des tailles et des ages plus élevés que les
européennes qui grandissent dans le systeme de la Gironde. Chez les maéles, la taille
nbaugmente pas (¢ rlabda@esldérréens gpnésenteat wre stratégie de croissance
totalement différente de celle adoptée par les femelles. lls minimisent la durée de la phase jaune
et entreprennent leur migration vers le site de reproduction a une taille plus faible que les
femelles (Oliveira, 1999). Les femelles, au contraire, maximisent leur taille (et leur fécondité) en
passant plusdetempssous f orme dbéanguille jaune et |l eur t al
double de celui mesuré chez les méales (Oliviera, 1997). Les anguilles méles américaines se
situent a des latitudes moins élevées que les femelles et on ne retrouve essentiellement que des

femelles dans le Saint-Laurent et les Grands Lacs (Jessop, 2010).

Le taux de croissance des anguilles est également influencé par des facteurs environnementaux

comme la température. Celle-ci est un moteur primaire dans tous les aspects de la physiologie

des ectothermes, y compris la dynamique de croissance. La croissance des anguilles
américaines et européennes est plus rapide dans | es t r opius chawde edadex deau

faibles densités d'anguilles (Jessop, 2010, Yokouchi et Daverat, 2013). Cependant, les
températures estivales élevées nd o nt pas s eaffét gosifnstur laucmissance de

I'anguille. En effet, les environnements thermiques les plus élevés pourraient entrainer des
effets n®gatifs sur | a cr oi s ssahaltats ataiséd ppoeahe duui | | e r
site de reproduction de la mer des sargasses. Dans | 6®t ude de Yokoua hi et
croissance individuelle des anguilles européennes de la Gironde a été modélisée en fonction de

variations thermiques enregistrées durant plusieurs années. Les résultats ont montré des
corrélations positives avec une augmentation de la température, cependant, ils ont également

d ®mo nt r @pic geisdhalenr (canicule) de 32°C (température maximale moyenne en aout

2003) aurait un effet négatif sur la croissance des anguilles jaunes.

Comme en témoignent les études utilisant la microchimie des otolithes de Daverat et Tomas
(2006) et de Thibault et al. (2007), a | édhelle du bassin hydrographique, les anguilles utilisent un
| ar ge ®vwabitat gracé a dédu r catadr omi e f ac uéutopéeennes & . Chez
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américaine, plusieurs études ont démontré que les anguilles avec des tactiques de migration
différentes ont des taux de croissance différents (dans le systeme de la Gironde : Daverat et
Tomas, 2006 ; Daverat et al.,, 2012 ; Edeline et al., 2005 ; Edeline et al., 2007 et dans le
systéme du Saint Laurent : Boivin et al., 2015 ; Cairns et al., 2009 ; Jessop et al., 2004, 2007 ;
Thibault et al., 2007). Pour les deux espeéces, les anguilles d 6 e a u  stdeuntaires affichent
des taux de croissance plus f ai béleataireseules talxels angui
croissance desmigrantes nomades varient en fonctlasainmtéatla | a s a
température jouent donc un rdle positif sur la croissance des anguilles jaunes et expliquent en

partie les différences de taille entre les anguilles de différents habitats pour un méme age.

Les anguilles captur ®es en amont et en aval ddéun
seulement par leur taux de croissance mais aussi par leur taille a maturité. Des relations entre la

taille ° maturit ®, | 6©ge ° maturit ®, l a | atitude
démontrées ont montrent des patrons similaires chez les anguilles argentées américaines et

européennes (femelles) (Vollestad, 1992, Jessop,2 01 0) . La taille et | 60ge
avec | daugment at icalende k& distanca dul sitetde fitaiuQk qui imgliqgue une taille

a maturité plus tardive et une croissance plus lente chez les anguillesdessi t es dbéeau douc
amont (plus éloignés de la mer des Sargasses) et une taille & maturité précoce associée a une
croissance rapide chez | es angAuseinldesystethed Sant t es d o
Laurent, une petite anguille et une grosse anguille peuvent avoir le méme age et étre au méme

stade de maturité, ce que | 6on ne rencontre pas forc®ment
provenant du systéme de la Gironde dont les différences environnementales entre les habitats

(surtout concernant les écarts de température) sont moins importantes (Daverat et al., 2012).

Une autre particularité | i ®e ~ | 6axe hydrographi qgoke, du o6 Saat mai rL
j us quabca uOnlt a raugmentatort de ladaille a maturité des femelles argentées avec
l@ugmentation de la longitude v e r suestl (donc une plus grande distance du site de

reproduction) que | 6augmentation de |l a |l atitude v

Bien que le taux de croissance de l'anguille soit largement plastique (Drouineau et al., 2008 ;
Coté et al. 2014), les différences génétiques et/ou épigénétiques en lien avec les différents
patrons de migration ou a la sélection sont de plus en plus appuyées comme étant des facteurs
contribuant aux différents taux de croissance observés chez les anguilles des leur plus jeune
age a différentes latitudes (Co6té et al. 2009, C6té et al. 2014) et a différentes salinités (Edeline
et al., 2007, Coté et al., 2009, Pavey et al., 2015). L 6 ®t ud e d e delCété et al.d20@D) ar e

démontré que deux groupes de civelles originaires de deux rivieres géographiquement distantes
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(La Grande-Riviéere Blanche au Québec, estuaire moyen du Saint-Laurent et la riviere Mira en
Nouvelle-Ecosse) e t ayant des t r ae distinct dayé ous thilte i ar reaturite v i
grandissaient plus rapidement en eau saumatre q u 6 e n e a.uToutkfois, doesque les

anguilles des deux rivieres étaient exposées dans des mémes conditions en eau saumatre,

celles originaires de la riviere Mira (céte Atlantique, distance du site de frai plus proche et
influence doeau s a gradissaient pus rapdenmemt gua celfes diiginaires de

la Grande-Riviére Blanche (c6te Nord du Saint-Laurent, distance du site de frai plus grande et

eau douce). Les différences phénotypiques observées en habitat naturel entre les anguilles de

deux ori gi nesdonc a dax fpis ipay Uae plasticité phénotypique en réponse a

| environnement et par un &fin deavérifer lg @aré&ente @tude,leguant it
anguilles de | 6exp®rience dsedamnrsoidsessantcas soinnts @itéRe
pendant 27 mois de plus. Les anguilles provenant de la riviere Mira ont maintenu une croissance

BN

supérieure a celles originaire de la Grande-Riviere blanche. Ces derniéres produisaient une

maj orit® de femelles © <croissance | ente peu impor
la riviere Mira présentaient une majorité de femelles a cr oi ssance | ente | orsgq
expos®es 7 knbean douce et umeenagjorité a croissance rapidelor squoéi ni ti al el

élevées en eau saumatre. Ces nouveaux résultats ont permis de valider que la plasticité

phénotypique et une base génétique expliquent les différences phénotypiques observées.

Dans le cadre de mon étude, |édbhantillonnage des anguilles jaunes européennes et

américaines a été réalisé dans 4 bassins hydrographiques différents : la Gironde, le Saint-
Laurent ainsi gue deux tr iLbawtreaeinmsendbleLdbeces|bdssEnst uai r e
présenteungr adi ent de salinit® et de temp®rature susce
des anguilles capturées selon leur positionnement le long du bassin et leur déplacement

saisonnier. D6 apr s | a nd plus draBde adriationedans las tailles a maturité et taille a

| 6 Cegteattendue dans le systéme du Saint Laurent plus vaste, que dans le systéme de la

Gironde (Jessop, 2010, Vollestad, 1992, Daverat et al., 2012). Comme nous | 6avons me
précédemment, sel on | a di st ance lesl anguilleé adévierment dneatures r a i
sexuellement a différentes tailles, caractéristiques de leur habitat de croissance. Ainsi, selon

lhGabi t at, | 6 ©g e leedesahgailes varient ét égalemsent le te@ps nécessaire pour

atteindre la maturité. Comme les anguilles accumulent de nombreux contaminants au cours de

leur croissance, de maniére générale, la concentration tissulaire totale des contaminants

persistant et bioaccumulable augmentera avec la durée de la phase continentale. Ces
contaminants de part | eur propri ® ® de persistance dans | 0c¢

dégradations biologiques et de part leur propriété de bioaccumulation,vonts 8 accumul er dans
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tissusetse transmettre 7 |l a dekeendamcaepacurmnilkbeantaf
di minue avec | 6©ge tandis que | daccumulation de <c
al ., 1990) . Cela sbéexplique par une dilution de
anguilles qui grandissent rapidement et une faible et continue augmentation des contaminants
chez les anguilles a croissance lente. Dans un méme habitat de croissance, les anguilles a
croissance lente seraient donc plus vulnérables aux effets des contaminants que les anguilles
qui auraient des croissances plus rapides. Pour répondre au mieux a la question des effets des

contaminants sur lasanté del 6 a n g u i rhoh &udel ihétag donc primordial de considérer les

variatonsde taill e 7 | 6©ge ent rsdiffélemsshabdatssgui | | es ori gi na
1.4 Choix des biomarqueurs utilisésdans | 6 ®val uation des effets des cont
jaune

Pour évaluer I'état de santé des anguilles, nous avons choisi des biomarqueurs associés a des
mécanismes enzymatiques de biotransformation et de stress oxydatif ainsi que des mécanismes
liés aux dommages tissulaires qui ont été largement utilisés dans la littérature, y compris chez
Il 6angui | | e. 20800, Ghirearaestet ah, 12009, Whyte et al., 2000). Dans le cas des
mécanismes enzymatiques, ces réponses subcellulaires en lien avec les stress
environnementaux se produisent avant le développement des maladies, de la mortalité ou des
changements de popul ation, e & | parnuasdiBpactt dela per me
pollution sur | a sant ® depledgé e Rogsy 1994). bes ahalysdsdeson pr ®
dommagest i ssul aires se produisent dans un deuxi me t
des contaminants et rev |l ent un dommage pésus i nt
enzymes de biotransformation, de stress oxydatif, et les mesures des dommages tissulaires
chez |1 6anguill e, seuls ou combin®s, sont des Dbi ol
doéoalt®rations ~ |l a sant ® desdédamssages,ide repeodustiemnea nt ~°  d

de survie. En résumé, les principaux biomarqueurs qui ont été retenus pour répondre aux deux

chapitresde mathéses ur | 6i mpact dsorprésentedcadessqua:nt s
1 La me s uachvitéceezynlatijued e | 6 ®t h o xQrdé&hylase (ERODh dans le
foie

1 La mesure des activités de deux enzymes antioxydantes, la catalase (CAT) et la
superoxyde dismutase (SOD) dans le foie
1 La mesure de la densité et de la surface des centres mélanomacrophages (CMM) dans

la rate
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1 La mesure des dépbts pigmentaires de lipofuscneet doO6h®mosi d®r i mWlee dans
la rate

1.4.1 Les enzymes de biotransformation et antioxydantes dans le foiedel é angui | | e

Chez | e poisson, la cellule contient une <certair
(ERO) qui est en équilibre avec le complexe enzymatique de détoxication des ERO. Les ERO
peuvent étre ou non des radicaux. Les trois plus connues sont I'anion superoxyde (02’3‘), le
peroxyde d'hydrogéne (H,O,) et le radical hydroxyle (HOA). Le stress oxydant chez le poisson
correspond a une augmentatondes concentr at i o (e manigrda ttansitoireeos d 6 ERO
chronique), a la perturbation du métabolisme cellulaire et sa régulation ainsi que des dommages
au niveau de ces constituants. Plusieurs mécanismes sont™ | 6or i gi net iden | &6 PR @ C
chez les poissons. Ceux retenus sont les sous-produits du métabolisme de l'oxygéne, le
systéme mitochondrial, les métaux et le catabolisme des produits chimiques cellulaires et
étrangers par les cytochromes P450. Ce dernier mécanisme comprend des étapes
d'oxydoréduction et est responsable de la production d6 E Rdans le réticulum endoplasmique
(Lushchak, 2011). Chez les poissons, i | s ésaegziynies dk biotransformation qui sont des
biomarqueurs sensibles et spécifiques en réponse aux composés apparentés aux dioxines tel
que les polychlorodibenzo-p-dioxines (PBDD), les polychlorodibenzofuranne (PBDF), les
polychlorobiphényles de type dioxine (PCB) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) (Van der Oost, 2003). Un grand nombre dé e x pn@es €n laboratoire et sur le terrain ont
examin® | 6induction de ces enzymes dans etbmis de 1
démontré une fiabilité dans leur utilisation comme indicateursd 6 e x posi ti on aux agent

(Whyte et al., 2000). Cetyped e bi omar queur est mesur® dans |l e fo

En pr®sence doébhydrocarbures ar omat i patieuberspwd ycycl i
des composés apparentés aux dioxinesd ans | 6 h @gs poisspasy t ke 6 i n dracepteuron du
des monooxygénases dépendantes du cytochrome p450A1 (plus spécifiquement, la sous-famille

CYPAL) est initiée par la liaison du xénobiotique au récepteur spécifique aux hydrocarbures
aromatiques ou récepteur AhR dans le cytosol d e | 6 h ® dRgure ¢.9,tle et 2-). Le

cytochrome P450A1 ou CYPAlest wune super f amegtédlasséedardelsoryemes qui
al. (1996). Les xénobiotiques catégorisés comme fortement inducteurs du CYPAL1l mis en

évidence chez le poisson et incluant| 6 a n gani lésIHAP, les PCDD, les PCDF et les PCB

coplanaires ou de type dioxine (Van der Oost, 1996 ; Whyte et al., 2000). La translocation du
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complexe xénobiotique-Ah R dans | e noyau de | 0h®panhec \st®g i &c tdi
géenes qui ont une séquence dans le promoteur qui est reconnu par le facteur « AhR

dépendant » (3-) puis effectue leur transcription en plusieurs ARNm (4-) et enfin leur traduction

en plusieurs protéines incluant les protéines enzymatiques CYPAL (5-). Une fois synthétisées,

les enzymes hépatiques d 6 E R GeD la glutathion-S-tranférase (GST) participent a la
transformation des xénobiotiques lipophiles en métabolites plus hydrosolubles que la molécule

initiale (phase 1, 6-) puis en dérivés conjugués (phase Il, 7-) afin de faciliter leur élimination (8-)

(Whyte et al, 2000).

Cependant, I'exposition a de grandes quantités de ces produits réactifs peut engendrer une
saturation de | a pr oidtransforination ERGDeon mne nmbilstiondde soib

induction pour conduire a la formation de métabolites réactifs et d BRO en grande quantité et

provoquer des effets toxiques marqués dans la cellule. Afin de se protéger, la cellule posséde

des enzymes antioxydantes comme la SOD qui est une métalloprotéine avec une activité
enzymatique qui va catalupeeonoxhdedeasmpradiuosadbduude
(H,0,) et la CAT qui catalyse apres la réaction de la SOD, la dismutation de |
(H,0,) en oxygéne (O,) (figure 1.5, 1-). Ces enzymes spécialement adaptées pour éliminer les

ERO sont utilisées comme bio mar queur s déexposition " des mu
contaminants et répondent également a des facteurs environnementaux et leur mode de
fonctionnement est sensiblement relié aux enzymes de biotransformation (Martinez-Alvarez et

al., 2005). Lorsque la quantité de métabolites toxiques est trop élevée et que les fonctions
antioxydantes de la cellule ne sont plus assez efficaces pour les éliminer ou sont affectées par

des contaminants de type métalliques tel que le Cd, des dommages cellulaires surviennent

comme la peroxydation des lipides membranaires, la carbonylation des protéines pouvant

entrainer la formation de |ésions tissulaires ainsi que des lésions au niveau du génome (2-, 3- et

4-).

19



1- Pénétration du contaminant dans I@nguille : alimentation, branchie et peau
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Comme mentionné précédemment, le Cd est capalbdeppadiinduwinr edes
r®acti ves de | 0 pkisegrs méeanigmeRi@irectp(8avcikova et al., 2011). Le
Cd induit une protéine riche en cystéine (Cys) appelée métallothionéine (MT). Etant donné que
les MT sont riches en cystéine et que les métaux ont une forte affinité pour les thiols, les MT
sont connues pour séquestrer les métaux (Hamilton et Mehrle, 1986). Par conséquent, le Cd est
stocké sous | a f or manplek® @dAMT dans le foie. Ce complexe Cd-MT est transféré du
foie vers les reins au fil du temps, puis il est filtré et réabsorbé par les tubules proximaux rénaux.
Si la synthése de MT ne peut pas répondre a la demande accrue pour séquestrer le Cd et que la
MT non lié au Cd est affairée a d'autres systémes de défense, la toxicité du Cd s'ensuit.
Plusieurs études indiquent que le Cd modifie les niveaux de glutathion (GSH). Le GSH est un
tripeptide naturel constitué de 3 acides aminés (la glycine, le glutamate et la cystéine) connu
pour protéger les cellules contre le stress oxydatif. Toute altération des niveaux de GSH (soit
une diminution ou une augmentation) indique un état oxydatif perturbé dans la cellule. A mesure
que le stress oxydatif se poursuit, la synthese de GSH ne peut pas fournir efficacement la
demande. Par conséquent, I'épuisement du GSH se produit. Le cadmium affecte également les
enzymes antioxydantes, en particulier la SOD et la CAT, et peut déplacer le cuivre et le fer dans
diverses protéines, libérant ces métaux pour ensuite participer a la réaction de Fenton qui joue
un réle majeur dans le stress oxydatif (Ercal et al., 2001). Ces mécanismes indiquent que le Cd
provogue un stress oxydatif en remettant en question le statut thiol et en altérant les molécules
antioxydantes des cellules hépatiques. Par la suite, les ERO vont engendrer une situation de
stress oxydant dans la cellule et donc des dommages oxydatifs au niveau des macromolécules
biologiques (peroxydation lipidique, lésions de | 6 ADN, onydalived des paotéinas)n s
Lébensembl e de Cc eest résutné adanis slensckéma ci-dessous (Fig. 1.4).
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H®patocyte chez I@nguille

C
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Figure1.4: M®c ani s me d d&iun dsutcrteisosn oxydant par | e Cd (dbéapr s

par G. Patey)

De fagon générale, les études de laboratoire et de terrain démontrent un lien entre la
contamination et la réponse des biomarqueurs sélectionnés tel que | 6 act i vi tetRlesd 8 EROD

enzymes antioxydantes. Cependant, une variabilité non négligeable dans les réponses a été

soulevée dans plusieurs autres études et notamment sur le terrain suggérantl 6 i nf |l uence doa
facteurs confondants. Ces facteurs peuvent étre de plusieurs sortes, environnementales et/ou
biologiqgues. En consi d®r ant ceci, il est davantage reco
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non sp®cifiques dbébun contaminant ayant wune 1 ®pons

comme cob6est | e cas aistapatholbgEses.bi omar queur s
1.4.2 Les biomarqueurs histopathologiques dans laratedel 6angui | | e
Les dommages cellulaires |i®s au stress oxydant e

a plus long terme. lls peuvent nuire a la croissance et mener a une diminution de la résistance

i mmunitaire, " des probl mes de reproducti on,
parfois ©° des mal adies graves comme des mal adi es
la mort de | 6ang2006l lwamowicPerdl.st2@0)t. alldutilisation

histopathologiques est un outil pertinent pour évaluer la sévérité de ces dommages et les
conséquences importantes sur la santé du poisson. Ces biomarqueurs ont des réponses a plus

long terme que les biomarqueurs moléculaires et sont non spécifiquesd 6 un cont ami nant ,
peuvent avoir un impact sur le fonctionnement des organes, la santé et la survie (Van der Oost,

2003). Les agrégats de macrophages également connus sous le nom de centres
mélanomacrophages (CMM) sont des groupements de macrophages (cellules du systéme
immunitaire). Ces agrégats sont le plus souvent présents chez les poissons dans la rate, le
pron®phr os, | e m®son®phros, et l e foie mai s s e
particuliere me n t l ors dbébune inflammati on. La rate a ®t
'examen des impacts des contaminants sur les biomarqueurs histopathologiques chez les

poissons (Au, 2004). Les CMM constitués de cellules du systéme immunitaire interviennent

dans les processus physiologiqgues normaux pour la défense de l'organisme ou contre les

agents nuisibles (bactérie, virus, parasites) (Wolke, 1992 ; Agius and Robert, 2003).

Les fonctions des CMM sont multiples, complexes et pas encore totalement élucidées. Elles

peuvent étre classifiées comme :

a) Immunitaires, y compris humorales et inflammatoires ;

b) Stockage, destruction, ou détoxication de substances exogénes et endogénes ;

¢) Recyclage de fer

Lébactivit® des macrophages re detstrebsdlleur déteetion npus e mi er s
renseigne rapidement sur | 0®t at de stress doune
signes douneese menifestedti le6 hy per pl asi e des CMM dans | a
chez plusieurs espéces de poissons (par exemple la plie rouge, la sole anglaise, la truite arc-en-

ciel) habitant des zones contaminées avec des concentrations élevées de xénobiotiques

(Murchelano et Wolke, 1991) et exposées a des effluents de péates et papiers (Woodworth et al.,
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1998). Une relation de dose-réponse a été validée entre des niveaux de concentration de
benzo(a)pyréene (HAP) présents dans les sédiments de surface de huit baies urbaines en
Angleterre et le nombre de CMM de la rate pour la plie rouge (Hinton et al., 1992).

Les CMM des poissons contiennent trois pigments : | 6 h ® mdus prad@itrde la dégradation
des érythrocytes) la lipofuscine ( pr odui t de | doxydat iea la mélanige
(pigment endogene produit a partir de l'acide aminé, la tyrosine). Ces trois types de pigments
peuvent étre présents dans un seul et méme macrophage (Agius, 1985). Chez les poissons

sains et malades, seulement les CMM présents dans la rate sont impliqués dans le traitement

de | 6h®mosi d®rine (Agi us, 1979)a Latgquabtist ® g®d ®

pas élevée. Des accumulations excessives dans la rate ou dans d'autres organes sont
reconnues comme ®t ant de | 6h®mosi d®r os e et

1992) . L6h®emotsi d®re o sceo h sn® qugmentaton dd daux de destruction

ref |

do6®rythrocytes. Certains contaminants pr®sents da

raccourcissant la longévité de globules rouges (Van de Graaff, 1985). La lipofuscine est formée
a partir de la polymérisation oxydative d'acides gras polyinsaturés et des protéines qui peut étre
augmentéel or s d 6 oxpdardg (Agius st Robert, 2003).

Les CMM sont reconnus comme biomargqueurs anatomiques et cytologiques, car ils changent de

nombre, de taille et de contenu pigmentare en f onction de | 6®t at

(infections causées par des parasites, bactéries et virus), de la pollution anthropique
(contaminant s organi ques et i norganiques),
| 6amai gr i ss e men tledésEauilibe huridoanely e¢ desifacteyrs naturels (chaleur).
Cependant, ils demeurent des biomarqueurs de santé non spécifiques pouvant étre influencés
par de nombreux autres facteurs physiologiques et environnementaux et leur réponse doit étre
interprétée | 6ai de dbéautres bioindicateurs. En
réponses observées dans les tissus sont une augmentation de la densité et de la surface des
C MM, une augmentation de | a d®gr adat i émosidérns

et une augmentation des dépots de lipofuscine.
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1.5 Influence des contaminants, des facteurs biologiques et environnementaux sur les réponses
des biomarqueurschez | danguil l e

Apartir do®tudes scientifi qu exstablda®de synti@selontét®es che
élaborés pour illustrer les influences de ces différents facteurs sur les réponses des
biomarqueurs biomoléculaires (ANNEXE 1-1) et histopathologiques (ANNEXE [-2) présentés

d a n snnelxedlaPour ce faire, nous avons sélectionné les contaminants, facteurs biologiques et
environnementaux communs aux deux hydrosystemes étudiés chez | afguille. Lorsque peu ou

pas do®tudes ont | &t ® gnoud hvbrns soBsalére |eslinfbramations apportées

par les revues de littérature et les études sur le poisson en général. Dans cette partie, nous

résumons les principaux effets observés sur les biomarqueurs détaillés dans les tableaux.

Les études de toxicité des contaminants ¢ h e z | 6r@@gluii $ ®es t ant sur | e
laboratoire ont montré que certaines catégories de contaminants, tels que les HAP, les PCB

coplanaires, les PCDD/PCDF et certains effluents de pates et papiers (BKME) entrainent de trés

forte augment athépatigue d BROD (ABNEXE #1l).t ®L 6 i mdd O EROD a ®t ¢
validée comme biomarqueur et est utilistcedans des programmes internat.
des risques environnementaux en supposant que toutes les variables potentielles susceptibles

d'affecter ce paramétre soient prise en compte (Whyte et al., 2000 ; Van der Oost et al., 2003).

Concernant les métaux, cette classe de contaminantsn 6a pas | es car ascpouRr i sti q
se lier au récepteur AhR. G®n ®r al ement , | es observations de
poissons exposés aux métaux ont lieu dans des études dont I'objectif était d'examiner comment

les interactions entre les métaux et les composés organiques influencent linduction du

cytochrome CYP1A (Lemaire-Gony et al., 1992). Cependant, une étude expérimentale réalisée

chez | 6 a montiél qué ks irividus exposés a des concentrations toxiques de Cu
séparémente x pr i mai ent des élavées compatat®emernt auk d@rbles (Gravato

et al., 2006). Une étude de terrain a également mis en évidence que le mélange Zn, Cr et Cu

indui sait chez | 6anguil |l e un ePachetdet Pantds,200d). Tdesces b act i v
composés chimiques (organiques et inorganiques) sont aussi capables d 6i nhi ber | 6ac
d 6 E R ®des concentrations élevées et lors de mélanges complexes de contaminants ce qui

créent une compétition entre les composés chimiques et le biomarqueur.

Les réponses de la CAT et de la SOD aux contaminants organiques sont variables et ne sont

pas encore considérées comme des biomarqueurs fiables pour étre utilisés dans des
programmes dé®valuation des ri sques environnemen
laboratoire ont rarement été vérifiées dans des études sur le terrain (Van der Oost et al., 2003).

Cependant, ils apportent des informations supplémentaires sur le déséquilibre des étapes



d @éxydo-réduction et sur la production de ERO dans la cellule hépatique. lls sont également

®troitement l i ®s ° | 6acti vi t @fs. ldedorE &tvikés atient atu x d o m
peuvent °tre inhi b®es en amghraGiseende benzo(d)dhthcenkeans Iy p e

bile et de chryséne, de benzo(a)pyrene et de lindane dans le foiechez | 6anguil |l e eur
(Buet et al.,, 2006). € | 6 i nv er des médadxErfRe@fissent davantage avec les enzymes

antioxydantes, pouvant modifier leur activité. Le Cd, le Cu et le Hg sont des inducteurs des
activités de SOD et de CAT. Les facteurs environnementaux tel que la température et la salinité
ont également un effet sur les formations des ERO et les activités des enzymes de
biotransformation et antioxydantes. L6 augment at i on deactive des enmmegs @ at ur e

bi otransformation tandi s (qcidreurleeenaymea anfioaydantas® mo nt r ¢

dans les études de laboratoire.Les angui |l |l es des habit apoarrainbeau s a
avoir des actiantioydeisessbp®rziyemeses ~ celles des habi
partie en lien avec la salinité. Cependant ,encoré dénféfyeta dpeasl a salinit®

d 6 E R @elclairement démontré. Enfin les anguilles affaiblies par le manque de nourriture ou
ayant subi une mal nutri ti on auront Grtiexydanted plus élevées quel 6 EROD

celles en bonne condition physiologique et physique.

Un nombre plus renstappete htes d @®f ed s s ahdbclronigue aux p o s i t i
contaminants sur les dommages histopathologiques de larate c h e z | & hes gxpositiohse
chroniques en milieu naturel aux HAP, lindane, dieltrine et les mélanges de PCB ont entrainé

des | ®sions tissul air es nambne stide lataillé desa EMMadang lmetet at i on
des anguilles (Ribeiro et al., 2005 ; Roche et al., 2002 ; Pacheco et Santos, 2002). Il a été

également rapporté que chez le poisson, les effluents de pates et papiers (BKME) associés ou

non a une maladie infectie us e ent r ai n exlésiond Histopgihologigues (Cauillard et

al., 1996 et1999). L6 exposition " des concentrations toxi que
augmentation des surfaces des CMM (Roche et al., 2002 ; Kerambrun et al., 2012). Des études

de terrain ont démontré que les teneurs en pigments dans les CMM varient entre les poissons

des sites propres et contaminés. Le critere le plus couramment utilisé est 'hémosidérose avec

| 6augment at i onc ldé h ®moesropgabieiddne des zones contaminées tel que

la lagune d'Aveiro sur la céte ouest portugaise (Santos et Hall, 1990 ; Pacheco et Santos, 2002).

Les effets de la malnutrition ont été étudiés plus soigneusement dans la rate et le rein de

plusieurs espéces de poisson et il apparait que la dégradation catabolique des tissus est un

facteur important contribuant & une augmentation de la densité des CMM. Dans ce cas, une

augmentation des dépbts de mélanine et de lipofuscine dans les CMM a été également relevé
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(mai s pas do.hL® mtoessi dil &rla chaldur semble également responsable de
| 6augment at i oB ded €MM. &nfind aucun ieffet direct de la salinité sur les
biomarqueurs histopathologiques de la rate des poissons a été observé. Cependant,
| 6augment at i thouedur role direcs surl la aroissance, le type de nourriture et le
m®t abol i s me .d&Ee cohsiémantgquei ced modifications biologiques influencent les
réponses des biomarqueurs histopathologiques, la salinité pourrait étre un facteur indirect a

| augmentati on en nombre et taille des CMM ainsi
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1.6 Schéma de synthése des relations proposées entre les différents facteurs et les réponses des

biomarqueursc h e z
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2.l NTERgT DE LOE£TUDE DERECBERCHECT | F S

21L6i nt ®r ° t de | 6®t ude

Le projet de recherche dont fait partie ma thése comprend 3 principaux voletsaf i n d&é ®v al u e

| i nfl uence des: contaminants sur

a- La diversité génétique

b- Lacr oi ssance et |l a sant® de | 6anguille au stade
c- Lepotentiel reproducteur de | danguille au stade
Mes travaux integrent le volet b- qui consiste a comprendr e | 6i nfl uence de | a ¢
|l 6habitat 0% sbeffectue | a croissance de | b6angui

métaboliques, la croissance et les dommages cellulaires et tissulaires. Plus précisément, ils

portent sur les relations suscepti bl es ddéoexi ster les Macteuess | a c
environnementaux et biologiques et les activités de biotransformation, le stress oxydant, ainsi

que les conséquences au niveau subcellulaire (histopathologie) chez les anguilles jaunes
européennes et ameéricaines. Un étudiant a la maitrise, Antoine Caron, sdst intéressé

davantage a la partie sur la relation entre la contamination, les réserves énergétiques et les

capacités métaboliques. Concernant le volet a- lestr avaux de th selucke | 6®t
BaillonNont port® sur | 6identification de marqueurs p
Polymorphism) se retrouvant dans des génes de fonction connue et dont les fréquences

alléliques différent entre sites contaminés et non contaminés. Les résultats ont permis

également la constructiond 6 u n e p u cRourle vafeN une étudiante au doctorat (Audrey
Moffett) s 6i nt ®r esse aux effets de Il a remobilisation
migration (métabolisme, nage, condition), de maturation sexuelle (changements hormonaux et
histologiques) et de reproduction (contamination, atrésie ovocytaire) chez les anguilles

argentées. Ma d®mar che est dobexpl orrabhilité Hes pons@sdiéenaus mes et
enzymes de biotransformation et antioxydantes dans la cellule hépatique en tenant compte des

propriétés biologiques et environnementales des anguilles (4ge, croissance, condition physique,

site de prélevement et espéce) . L6observati stssuede |Ilbamanmrdtysemdent
doi dener dsd@mmages aueiveau cellulaire et subcellulaire pouvant étre un signal

pour de futures pathologies au niveaude | dientdi &d® ®tuabl i r des |l iens av

oxydants, les propriétés biologiques du poisson et/ou les contaminants.
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22L6objectif g®n®r al

Il sbagit doune ®tude spatial e, surdesiadedectoissaree de t e
de | 6 a (stpdei jhuheg avec des expositions a des contaminants et des facteurs
environnementaux. Léobjectif g®@®ms®r adld edkeammanetrh [ He mpact des
| 6 ®t at deedeus espete® d@nguille Atlantique en utilisant des biomarqueurs liés aux

réactions de biotransformation, au stress oxydant et aux Iésions tissulaires.

2.3 Objectifs des chapitres

Chapitre 1 : variations de la croissance chez les anquilles jaunes échantillonnées le long

des systémes hydroqgraphiques de la Gironde et du Saint-Laurent.

Objectif 1: Al 6 ade téo-calculs de la taille & un jeune age (de 1 & 5 ans) et en tenant compte
delavari abi |l it ® interindivi duenpére leepatronbale thilééf i ®©gde ¢
des anguilles américaines ou européennes échantillonnées a différents habitats (salinité, latitude

/ distance de frayéres, température) dans les deux hydro systémes.

Objectif 2 : Vérifier la compatibilité avec le paradigme actuel des croissances plus rapides des
jeunes anguilles grandissant dans des habitats en eau saumatre/marine et/ou moins éloignés de

la zone de frai de la mer des Sargasses.

Objectif 3 : Comparer les tailles rétro calculées a un jeune age chez les anguilles américaines et
celle chez les anguilles européennes avec les données historiques publiées sur la croissance

des jeunes anguilles originaires des habitats des systémes du Saint-Laurent et de la Gironde.

Chapitre2:i mpact de |l a contamination sur |l es r®ponses

jaune américaine et européenne en milieu naturel

Objectif 1: Comparer les réponses de | 6i nducti on h®patique doé EROI
antioxydantes et les effets des dommages tissulaires entre les sites et les années

d 6 ®c hant adsekirodndnuangee m° meet eptre les deux espéeces.

Objectif 2: Etudier les relations entre les réponses des biomarqueurs, les concentrations
tissulaires de contaminants (organiques et métalliques) et les facteurs biologiques ((la taille, le
poi ds, & do@epelipicique) pour chaque espéce échantillonnée dans différents sites et

les deux années combinées.

30



Chapitre 3 : associations entre | 6 exposi ti on au Ccd e rentes U x P C

concentrations, a la sous-al i ment ati on et " | a salinit® sur

r®ponses histopathol ogigqgues de |l a rate chez | b6ang

Objectif 1 : Etudier les influences des facteurs biologiques (la taille, le poids, le facteur de
condi tion, | e ¢ ont ehépato-somatidud)isuy leserépenses died hiomdrgueues
de biotransformation (EROD), de la densité et la surface des CMM ainsi que des dépbts

pigmentaires déh®mosi d®rine et de | ipofuscine che

Objectif 2 : Etudier | es effet saldemelndeaxtpi oosni teiton” "I 6l eax psocs

sur les réponses des biomarqueurs

Objectif 3: Mettre en évidence les possibles relations dose-effet entre les concentrations

musculaires en PCB et les réponses des biomarqueurs.

Objectif 4 : Mettre en évidence les possibles relations dose-effet entre les concentrations

hépatiques en Cd et les réponses des biomarqueurs.
24L6originalit®

Trés peu de publications, de rapports ou de théses discutent de ces deux espéces (A. rostrata

et A. anguilla) ensembles et les comparent. Les principales études scientifiques retrouvées dans

la |litt®rature portent pri ncDhepislecameesiB0, depluseh 6 angui
pl us rsebsisnetn@ ~ |ridaine maisitrésipeu campe®ent les deux espéces ensemble.

Léobjectif de mon projet est donc une nouvelle afy
r®ponses de | danguille am®ricaine e desgradespd®enne d

contamination et écologiques trés différents. Afin de mieux identifier les facteurs freinant le
rétablissement des anguileset do6®vi ter toutes erreurs concernan
est important de comparer les résultats issus des deux espéces. Les analyser et les comparer
simultanément apportera des nouvellesc onnai s s anc e s Atlantique dt doasrégtera | | e

de commettre certaines erreurs.

Un des plus grands défis aujourd’hui en écotoxicologie est de comprendre les effets de la
t oxi ci t ®ange @e contami®ants, communément appelés «|1 6 ef f et» cep ek t ai |

animaux sauvages. Les réponses des biomarqueurs d 6 e X p o danst lesopoissons sont

cour amment utilis®es pour ®valuer | ' exposition de
lenvronnement aquatique. Toutefois, on en sait peu
r®ponses des bi omarqueur s. Pour cette rai son, i
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interprétation des données sur les biomarqueurs, et cela peut avoir des effets négatifs
considérables sur les décisions et les actions entreprises pour réduire I'exposition a certains
produits chimiques chez les populations de poissons en disparition et également pour leur
restauration. Par ailleurs, les niveaux de sécurité chimique sont traditionnellement basés sur les
expériences de laboratoire testant les effets des produits chimiques individuels, ce qui constitue
une limite car un produit chimique peut parfois étre plus toxique quand il est mélangé avec
d'autres produits chimiques (Van der Oostetal.,,2003).Les ef fets des compos®s |
sur un méme mécanisme (ex liaison avec récepteur AhR) peuvent étre additifs et certains autres
composés interagissent de facon synergiques ou au contraire antagonistes. De plus, les
facteurs environnementaux tels que la température et la salinité et les facteurs en lien avec la
bi ol ogie du poi slaaassamce ehseeconditior® ghesique peuvent également

avoir une influence sur les réponses des biomarqueurs.

Un autre aspect original de cette thése a été | 6 ®t u dagiatiahe de croissance a un jeune age

entre |l es di ff®rents groupes darsdeas dgifféreht$ sites d&cdhux nt i | | o
hydrosystétmes. Chez | 6amgugt dede uvariabilit® galebsetvée t ai | |
pour une population et des recouvrements de tail/l
existent pour les deux espéces (Nilo et Fortin, 2001). La grande diversité des habitats occupés

par | 6 atoug oominé &, productivité du milieu (al i ment ati on) , I a den:
(comp®tition), la temp®ratur e, l a salinitsentet | a
des facteurs pouvant contribuer a la variabilité de la croissance. Dans notre étude, il est clair

que ces facteurs differentd 6un site ~° | 0a&ytste met " ddudaient bvie r @ t

une influence sur la croissance des anguilles échantillonnées. C6est cepbar qudiat nous
indispensable de considérer ces différences écophysiologiques qui pourrait notamment affecter

leur potentiel a bioaccumuler des contaminants et sur leur capacité a répondre aux stress

(biomarqueurs).
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3. MATERIEL ET METHODES COMMUN AU PROJET

3.1 Echantillonnage sur le terrain

3.1.1 Capture des anguilles jaunes américaines

Lescampagnes do ®c h an tanglillesoamérizaines s&l soist déroulées au printemps

2011 et 2012 et cela en paralléle avec celles de la France dans le but notamment de limiter un

effet de la saison sur la physiologie des poissons et sur la pollution (Alberto et al. 2001). Les
captures doangui |deuxsitesade référence situéselans le reond-sst du Québec

(Canada) : la riviere Sud-Ouest (RSO) et la riviere Saint-Jean (RSJ) (deux tributaires et bassins
hydrographiquesd e | 6 e st u a ke dueSaim-tLaurentipargleslcéllaborateurs du Ministere

des Foréts, de la Faune et des Parcs (MFFP) et deux sites contaminés, le lac Saint Francgois

(LSF) et le lac Saint Pierre (LSP) (deux lacs du bassin hydrographique du fleuve Saint-Laurent).

Les anguilles originaires des lacs ont été échantillonnées par le personnel d'Ontario Power

Generation (OPG) prés de leurs barrages et turbines hydroélectriques et par des pécheurs
commerciaux. Les tributaires sont alimentés en amont en eau douce et en aval en eau saumatre

par | a remont ®e des eaux salines de | 6estuaire e
uni quement dAdchague site,d % anguiles jaunes ont été péchées et disséquées sur

place soit un total de 60 anguilles jaunes par an pour le Québec. Les zones do6é®tude et
do®chantill onnage des anguilles jaunes captur ®es
ci-dessous. Par ailleurs, la carte et les informations sur la localisation des sites ainsi que leurs

propriétés sont détaillées dans | 6 ar 1 ide Ichapitre 1 (Figure 1 a et tableau 1).
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Lac Riviére
Saint-Pierre Saint-Jean
F M/E
Lac Riviere
Saint-Francois Sud-Ouest
F M/E

Maine

Figure 3.1 : Carte de localisation des sites de péche des anguilles jaunes au Québec

3.1.2 Capture des anguilles jaunes européennes

Les campagnes d odesamnquiles européenmes aa sont réalisées au printemps

2011 et 2012. Les captures ont eu lieu a trois sites répartis de maniére stratifiée, allant du moins

contaminé vers le plus contaminé et de la zone fluviale vers | 6 e s t le 8eiuve ®ordogne (en

eau douce), le fleuve Garonne (en eau douce) etl 6 e st u a Girorde @reead saumatre) a

laquelle est ajouté le domaine de Certes (en eau saumatre a marine) pris comme référence en

raison de son faible niveau de contamination | ocal i s® au ni veau .du bas
L'échantillonnage a ®t ® ef fectu® par des p°cheurs commerci i
expérimentaux appartenan t  nstitut natlonal de Recherche en Sciences et Technologies pour
BEnvironnement IRSTEAL 6 A@r im¢ umlet mroenb(t e dobéanguint | es | &
été péchées et disséquées sur place soit un total de 60 par an pour la France. Les zones

d6®t ude et |l es sites doéo®chantil | dramcea spet présengds ang ui |
dans la figure 3.2 ci-dessous. La carte et les informations sur la localisation et les propriétés
physicochimiques des sites ont été détaillées dans l@rticle 1 du chapitre 1 (Figure 1 b et

tableau 1).
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Figure 3.2 : Carte de localisation des sites de péche des anguilles jaunes en France
3.1.3 Mesures morphométriques et prélévement des tissus
Pour chaque pays et chaque site, les poissonsontétéc apt ur ®s | 6 @gaitkedude ver

filet 6,4 mm), de chaluts (mailles du filet de 31 mm) et de la péche électrique. Ceux-ci ont été

employés en fonction de la profondeur du systeme échantillonné : péche électrique pour les

rivi res, verveux pour |l es axes fluvi &uoxtesdes chal u
anguilles provenaient déune capture unique en une journ®e,

au Québec ou les anguilles ont été capturées en deux jours en r ai s patit nahnbre n

d 6 a n @ @dhdntilleanées le premier jour. Les anguilles américaines et européennes ont été

analysées et échantillonnées selon les mémes protocoles standardisés en accord avec ceux
approuv®s par | es comit®s dobé®t hi Sukea ledreapture, fes mau x d
poi ssons ont ®t® conserv®s dans de grands bacs

| 6eau provenant de | eur site dsaraientupapporteontinuees bul |
oxygene aux anguilles. Apres avoir été pesées (g) et mesurées (mm), les anguilles ont été tuées

par décapitation (sans anesthésie). En effet, 16 u t i | ius artesthésiant (EGgénol) a montré

un impact sur les niveaux de transcription de certains génes ainsi que sur la production

déhor mones du sy s(Renaultet a. r2Qlb),cce qunpouvait induire un biais pour

les études génétiques du premier volet du projet. Les otolithes ont été récupérés et analysés par
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lecture de coupes transversales a postériori au laboratoire du biologiste Guy Verreault du MFFP

a Riviére du Loup. Les données morphométriques des anguilles jaunes du terrain 2011 et 2012

du Québec et de la France sont présentées dans | afticle 1 du chapitre 1 (Tableau 2 et 3). Le

foie a été pesé puis découpé en plusieurs morceaux : Une tranche longitudinale au centre de 3

mm d 6 ® p aiété glacde dans une cassette histologique puis plongée dans une bouteille de

1 litre de polyéthyléne a haute densité remplie de 750 ml de formaldéhyde tamponné pour les

futures analyses histopathologiques. Deux morceaux de 150 mg et un morceau de 100 mg ont

été placés dans deux tubes cryogéniques de 2 ml dans de l'azote liquide sur le terrain puis

conservés au congélateur -80°C. Le premier tube a servi pour les analyses des enzymes
antioxydantes (CAT et SOD), le deuxiéme tube pour les analyses des enzymes de
biotransformation (EROD) et le troisiemet ube pour | 6anal ys métalligpess conc e
dans le foie. La rate a été pesée puis placée dans une cassette histologique. Dans une zone

standardisée, située 2 cm en arriére de l'anus et au-dessus de la ligne latérale, deux

échantillons de muscle sans peau de 100 mg chacun ont été placés dans un tube cryogénique
de2mlpuisconserv ® dans | '"azote | i qgquii 8&C.dnéahantillonddé 20tgr e st 0O (
sans peau a été emballé dans de I'aluminium, placé sur la glace puis a -20°C. Le tube a été
utilis® pour |l es analyses de m®taux et eldde&B®chant i
contaminants organiques (PCB, pesticides organochlorés et PBDE).

3.1.4 Déterminationd e | 6 ©g e

La d®termination de | 6©ge dhHextethiicaa Qpeivikée parla ®t ® r
biologiste Guy Verreault au MFFP a Riviere du Loup (Québec). Les otolithes sagittaux ont été

extraits, nettoyés a I'eau distillée, séchés et conservés dans des tubes Eppendorf en plastique a
température ambiante jusqu'a leur traitement. Les otolithes ont été traités pour la détermination

de I'age selon Verreault et al. (2009) selon une procédure en cing étapes : 1) nettoyage avec de
I'nypochlorite de sodium (2,5%) ; 2) rincage a I'eau déminéralisée ; 3) séchage et polissage avec
poudre d' oxyde d' aftawriavedunensolytidnd'BEDTA ; et effin 5) goloration

avec 0,01% de bleu de toluidine. Les otolithes ont été observés avec un microscope binoculaire

(60X) sous lumiere transmise pour le vieilissement. Le nombre de vrais anneaux annuels de

croissance aététcompt ® et util i s® c Cettenméthode d été aldpeaides d 6 ©g e
travaux de Secor et al. (1992), Oliviera (1996) et Adam (1997).
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3.1.5 Longueur estimée par rétro-calcul

Chezlepoi sson, i existe une bonne relation entre |
(Panfili et Ximénes, 1994). En utilisant cette relation, il est possible de déterminer la taille pour
un adge antérieur " ali@e doéune metakw @Francis 90). Gepandant, des études
ont montré que le ratio poisson-dimensions des otolithes varient systématiquement en fonction
du taux de croissance somatique, ce qui correspond a des otolithes relativement gros chez les
poissons a croissance lente. Campana (1990) a adapté la méthode de retro-calcul de taille en
suppri mant ce biaipoipnar dl 6o edétigehireéi bigabiguennent plutdt
guobé®val u® s tdansi'éguation de eetnecaltul en utilisant la taille moyenne du corps
et l'otolithe au stade de civelle. L6 ®gqu at i on d ecaldulée (tLa i)l | eest iEkgitgreo t
comme suit :
Lt =Lc + (Lc - Lbi) x (Ot - Oc) / (Oc - Obi)
Ou Ot est le rayon mesuré des otolithes a I'age t, Lc et Oc sont la longueur corporelle et le rayon
otolithique a la capture, respectivement. Lbi et Obi sont respectivement la longueur corporelle et
le rayon otolithigue du poi nt d Ohiologigae: lee mpesures durayonde | 6 omm) | i t h e
au niveau du t" anneau (Rt), correspondent & la distance entre la marque du stade civelle (une
marque déposée & peu prés au moment de leur arrivée continentale) et le t" anneau (soit : Ot -
Obi) et les mesures du rayon de | 'otolithe (mm) a la capture (c), correspondent a la distance
entre la marque de l'otolitheaustad e ci vel | énequdeqlud®©ge dEeciGbi).captur
Ces mesures ont toujours été faites le long de I'axe le plus long du cété ventral des sagittes de
I'otolithe. Dans cette étude, la longueur moyenne des civelles mesurée lors de leur recrutement
sur les cotes (Lbi) a été fixé a 67 mm (écart-type =4.5mm)pourl angui |l |l e europ®enne
(écart-type = 3.2mm) pour | 6angui lcd gui carmespond a déigen @Y ou a l'age
continental (ICES, 2009 ; Lambert et al., 2003).

3.2 Expérience de laboratoire

Afin de d®terminer | 6i mpact des contaminants de
conditions envir onn eadenbiomdrqeurs duuchapitte® enous avorts leu
lojpportunit @esddo®ochanitil |l ons d e guife® jawnes exposédsea r at e
différentes facteurs anthropiques et environnementaux af i n déanal yser l es 1 ®p
biomarqueurs. Une expérience en laboratoire sur des anguilles jaunes européennes a été

réalisée et menée par la doctorante Lucie Baillon qui travaillait avec | 6®qui pue fr an-
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| aboratoire do®cot oW iBaudrimong iCette expérignae @asait ppartie du
programme de recherche et intégrait | a t h se de Lucie Baillon dont
doéattri buer u nceptomigug poartchagque comtamaanset facteur naturel chez les
anguilles au stade jaune. Les expositions en laboratoire auxquellesj e n o6 a i pas partici
les protocoles ont été décrits dans la thése de Lucie Baillon (2015), dans Baillon et al. (2016a) et
Baillon et al. (2016b) sont brievement décrites ci-dessous.
Du fait de |l a contrainte du nombre de oma&tés di sp
réalisés™ | a sui t e Iledrésnltatd abtedudedpésentés.dans le chapitre 3 sont issue
seulement du premier volet expérimental.
Les facteurs de ce premier volet expérimental sont :
9 Effet de la salinité
9 Effet de la sous-alimentation
i Effet des polychlorobiphényles (PCB)
1 Effet du cadmium (Cd)

3.2.1 Capture des anguilles jaunes européennes
Lbensembl e des poi ss s aus exgeamentaiane de ladoeawiteiprov@naient
du marais salant du domaine de Certes. Ce site a

déun site consid®r ® comme propr e diadespoissanst ene ®t u d ¢

bonne santé et le plus faiblement contaminés.

3.2.2 Conditions générales des expositions

Aprés la capture, les anguilles ont été acclimatées durant une période de 30 jours dans des

bacs aliment ®s directementaspan dé Al aabopraffenadft
osmotique trop important du fait qubelles provena
la salinit® a ®t ® progressivement abai ss®e -~ 5

acclimater aux futures conditions expérimentales et les anguilles ont été nourries a satiété tous

les deux jours avec des moules décortiquées et congelées. Un trés faible taux de mortalité a été

observé. Apr s 30 jours déacclimatati on, | es poi sson
expérimentaux. Chaque bac destiné aux expositions contenait 8 anguilles jaunes (exposées et

contrdles). Tous les bacs étaients oumi s ° une sal i niutapodntrbléden ®t abl

eau saumGtre (provenant du b a s s saof palidlad conditionh o0 n ) e
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