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Avant-propos:

Le laboratoire “Littoral, Environnement et Societes’ egalement appelé LIENSs est une Unité Mixte
de Recherches interdisciplinaires du CNRS et de La Rochelle Université (UMRi 7266). Situé sur la
commune de La Rochelle, ce laboratoire se focalise sur des enjeux de développement durable en
lien avec le littoral, sur le fonctionnement de ce systéme, de son évolution et des impacts de l'ur-
banisation croissante sur les cotes.

Réparti en 6 equipes, le LIENSs integre les compétences de nombreuses disciplines allant des
sciences de l'environnement aux sciences humaines tout en étudiant la chimie et les biotechnolo-
gies. L'objectif du laboratoire est de répondre a la problématique de l'adaptation aux changements,
qu'ils soient chimiques, physiques, biologiques, ecologiques et societaux sur les littoraux en évolu-
tion sous la pression anthropique dans un contexte de changement climatique. L'étude de l'adap-
tation et la transformation des littoraux aux changements socio-environnementaux est menée par
l'équipe AGILE (Approche géographique : Iles, Littoraux, Environnement). La structure et le fonc-
tionnement des écosystémes littoraux par une approche en écologie trophique de l'échelle indivi-
duelle a populationnelle est egalement un socle majeur au LIENSs mene par l'équipe BIOFEEL
(Biodiversité et Fonctionnement des Ecosystémes Littoraux). L'équipe DPL (Dynamique Physique
du Littoral) quant a elle étudie la dynamique du littoral tant du point de vue des processus phy-
siques controlant la dynamique hydro-sedimentaire et leurs évolutions morphologiques que les
changements environnementaux réecents modifiant ces systémes. Une équipe de chimistes et bio-
chimistes appelée BCBS (Biotechnologies et Chimie des Bioressources pour la Santé) vise a décou-
vrir et comprendre de nouveaux principes actifs issus des oceans dans le but d'améliorer les con-
naissances sur ces substances biologiques a l'échelle moléculaire et cellulaire. Ils souhaitent dé-
couvrir et innover de nouveaux principes actifs (naturels) qui seront les bioactifs du futur, issus ou
inspirés des ressources marines. L'étude sociétale est menée par une équipe pluridisciplinaire (his-
toriens et géophysiciens) travaillant sur les rapports entre les sociétés littorales et leurs rapports
avec la mer, cette équipe se nomme ESTRAN (Espaces, Societés, Territoires des Rivages Anciens
et Nouveaux). Responsable de l'équipe AMARE (Réponses des Animaux Marins a la variabilité En-
vironnementale), Paco Bustamante a été mon co-encadrant durant l'ensemble de ces 6 mois de
stage conjointement avec Jérome Fort, charge de recherche CNRS dans cette méme equipe. L'ob-
Jjectif de l'équipe AMARE est de comprendre comment les organismes marins s'adaptent a un en-
vironnement changeant et impacté par l'action anthropique notamment via la contamination chi-

mique.

Mon stage s'inscrit dans une démarche de conservation et d'appui au Plan National d'Actions en
faveur du Puffin des Baléares (Puffinus mauretanicus) entre 2021 et 2025. Durant ces 5 mois de stage,
Jjlai puréaliser les analyses au mercure et isotopiques pour les echantillons des puffins des Baléares
et des puffins Yelkouan. Les données des puffins de Scopoli ont éteé fournies par le laboratoire. J'ai
pu ensuite réaliser 'ensemble de mes analyses statistiques et rediger le présent rapport (Annexe

1),
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Introduction:

La croissance déemographique qu'a connu notre planéte au siecle dernier a eté d'une ampleur
considérable. La population mondiale est passée de 1,8 milliard a 8 milliards en cent ans (ONU,
World Population Prospects 2022). Corollaire d'une démographie mondiale qui augmente,
l'avancée des technologies n'a cesse de s'étendre. L'ére industrielle est un véritable tournant pour
le développement des sociétés humaines. Avec une utilisation des ressources communes de plus
en plus importante, les industries n'ont fait qu'accroitre leurs productions et leurs impacts sur la
biosphére. L'industrialisation rapide des pays en voie de développement tels que la Chine a entrainé
ces derniéres années une augmentation majeure des rejets de polluants dans l'environnement
(Chen et al, 2020). L'augmentation des concentrations en polluants dans la biosphere peut
s'expliquer par les eémissions suite a la combustion des énergies fossiles via la production de
cendres et de poussieres (Burmistrz et al, 2016), les rejets par les fonderies de métaux (Richir &
Gobert, 2016), les cimenteries, l'exploitation miniére (Wu et al., 2018), l'orpaillage (Furtado et al., 2021)
mais également par les activités agricoles et urbaines (Béthoux et al,, 1990, Richir & Gobert, 2016).
Un nombre important de composés chimiques nocifs se retrouve relargues ainsi dans les sols, lair,
les eaux et l'alimentation (Ramade, 1979). Les émissions, qu'elles soient atmosphériques, terrestres
ou aquatiques conduisent a une contamination globale de 'hydrosphére. Transportés par les
cellules atmosphériques, les polluants se retrouvent a l'échelle mondiale grace a une dispersion
sur de longues distances et un long temps de résidence dans le milieu (Shen et al., 2017 ; Mao et

al., 2016 ; Furtado et al., 2021).

Parmi ces composes, se trouvent les éléments traces métalliques (ETMs), dont les principaux re-
présentants sont : l'argent (Ag), l'arsenic (As), le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le chrome (Cr), le mer-
cure (Hg), le nickel (Ni), le plomb (Pb) et le zinc (Zn). Constitutifs de la crolte terrestre, ils se retrou-
vent naturellement dans l'ensemble des compartiments de la biosphére a des concentrations re-
lativement faibles. Largement etudies pour comprendre leurs effets toxiques sur la santé humaine,
U'As, le Cd, le Hg et le Pb font l'objet d'une surveillance accrue (Salvo et al,, 2015). Ces éléments sont
en effet responsables respectivement de cancers, de la maladie Itai-ltai, de la maladie de Mina-

mata, et du saturnisme (World Health Organization, 2022).

Les ETMs sont facilement solubles, compte tenu de leur capacité a s'activer a partir de l'état solide
et a migrer vers l'environnement aquatique, ou ils deviennent biologiquement disponibles (Baran &
Tarnawski, 2015 ; Sutherland & Tack, 2007). Le milieu marin est principalement touché par cette
contamination car il a un réle de réservoir majeur dans les cycles biogeochimiques de nombreux
eléments (Clarke & Sloss, 1992). Les principaux metaux dans les eaux naturelles sont le K, Ca, Mg,
Mn, Fe. Les carences en ces nutriments essentiels peuvent étre néfastes pour la faune et la flore

aquatiques (Martins et al., 2014).

Considéres comme un probléme global et la source principale de pollution marine (Bonanno & Di
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Martino, 2017), les ETMs impactent 'ensemble des réseaux trophiques. Les prédateurs marins du
fait de leurs positions trophiques élevees se retrouvent fortement exposés aux contaminants
bioamplifiables. Les éléments xénobiotiques n‘ayant aucune fonction physiologique tels que le Cd,
le Hg et le Pb se bioaccumulent tout au long de la vie des individus, rendant les especes longévives
vulnérables.

Parmi les prédateurs supérieurs, les oiseaux marins sont principalement exposés aux contaminants
environnementaux par l'ingestion de nourriture et intégrent par consequent la contamination de
leurs réseaux trophiques (Borga et al., 2004 ; Lavoie et al,, 2013). Du fait de leur durée de vie longue,
les oiseaux de mer présentent généralement des concentrations élevées de contaminants dans
leurs tissus (Thompson et al., 1991, 1992). Des effets sublétaux peuvent étre observes chez les
populations d'oiseaux marins tels que des problemes comportementaux et physiologiques (Burger
& Gochfeld, 2000, 2004). Pouvant directement impacter la condition des individus, les ETMs
amplifient leurs sensibilités aux autres facteurs de stress environnementaux (PNA, 2021). Par
exemple, des concentrations élevées en Hg dans le sang ont été associées a une plus grande
probabilitée de ne pas se reproduire chez les mouettes tridactyles, Rissa tridactyla (Tartu et al., 2013).
Le Hg peut perturber la sécrétion de prolactine, hormone impliquée dans le processus de
reproduction, ce qui pourrait entrainer une réduction de la survie des poussins (Tartu et al., 2016).
Par consequent, un enjeu majeur, au-dela de reduire l'émission des ETMs, est d'évaluer la
contamination des prédateurs marins aux éléments traces a trés large echelle spatiale et les risques

lies a cette contamination pour ces espéces vulnérables (Costa et al., 2016).

L'utilisation des oiseaux marins comme bioindicateurs de l'état de contamination des écosystémes
marins a commence depuis quelques decennies (Burger & Fry, 1993 ; Becker et al., 1993 ; Monteiro
& Furness, 1995). Sachant que lintégration des contaminants provient principalement de la voie
alimentaire, comprendre le comportement de recherche de nourriture et le régime alimentaire des
oiseaux marins est essentiel pour évaluer le degré de contamination de ces espéces. Les isotopes
stables du carbone et de l'azote sont frequemment utilisés dans les études ecotoxicologiques pour
relier les niveaux de contaminants a la zone d'alimentation (8§3C) et a la position trophique (§*N). En
effet, la valeur isotopique de 6N augmente de la proie au consommateur (Minagawa & Wada,
1984) tandis que les sources de carbone cotieres sont enrichies en §3C par rapport aux sources
océaniques (Peterson & Fry, 1987 ; Kelly, 2000). Ces données isotopiques sont des outils précieux
pour comprendre la relation existante entre la zone de recherche de nourriture, le régime
alimentaire et les concentrations des contaminants (ex : Anderson et al., 2010).

Afin d'évaluer la contamination des écosystemes marins en France métropolitaine, on peut étudier
les oiseaux de mer comme indicateur de l'état de contamination du milieu. Parmi les nombreuses
especes d'oiseaux marins peuplant les cétes francgaises, notre étude va se focaliser sur trois
especes de Procellariiformes ayant une alimentation principalement hauturiére. En effet, le Puffin
des Baleares (Puffinus mauretanicus) est une espece nicheuse endemique de la Méditerranée.
Philopatrique de l'archipel des iles Baléares en Espagne, pour se reproduire, il est considéré comme

l'oiseau marin le plus menacé d'Europe (PNA, 2021). Présent en période postnuptiale en Atlantique,
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les individus passent environ 4 mois au large du Portugal et de la France, avec une
variabiliteé "colonie-spéecifique” pouvant varier d'un mois (Pérez-Roda et al., 2017). Protégée en
France, cette espéce fait l'objet d'un plan d'action national visant a mieux comprendre les risques
encourus et notamment son degré d'exposition face aux ETMs. D'autres espéces de
Procellariformes nichent dans le bassin méditerranéen (BirdLife International 2018). Proche du
puffin des Baléares sur le plan phénotypique et génotypique, le puffin yelkouan (Puffinus yelkouan)
et le puffin de Scopoli (Calonectris diomedea) sont egalement en déclin. Bien plus etudies que le
puffin des Baléares, ces deux especes serviront de comparaison tout au long de notre étude pour
pouvoir en apprendre davantage sur la contamination du puffin des Baléares mais egalement pour
avoir une vue globale de la contamination des puffins a l'échelle du bassin mediterranéen et de
l'Atlantique Nord-Est.

Les mesures en ETMs et en isotopes ont éte réalisees sur des plumes et du sang sur des oiseaux
vivants tandis que des tissus internes ont éte preleves sur des cadavres. Une fois assimilés dans
l'organisme, les ETMs circulent a travers le sang jusqu'aux organes (e.g. Kahle & Becker, 1999). Ils
s'accumulent dans les tissus internes tels que les muscles, les reins et le foie. Les contaminants
comme le Hg restent maintenus dans ces tissus jusqu'a ce qu'ils puissent étre éliminés par la mue
du plumage (Monteiro & Furness, 2001). En outre, il existe le plus souvent une corrélation
significative entre les concentrations de Pb dans les plumes et celles dans les organes de
stockages et dans les tissus sanguins (Burger & Gochfeld, 2004). Cependant, les concentrations des
ETMs déependent des organes de stockage etudies. Par exemple, des concentrations elevees en
Cd et Cr ont éteé retrouvees dans les reins tandis que des concentrations elevees en Cu, Hg et Ag
ont éte mesurées dans le foie de puffins des Baleares (Costa et al., 2016). Il est possible d'avoir une
co-exposition des individus aux ETMs et d'observer des corrélations entre les éléments dans les
différents tissus internes en fonction de leurs roles physiologiques. Chez une large majorité
d'oiseaux marins, une proportion éleveée de la charge corporelle du Hg se retrouve dans les plumes
lors de leur synthése pouvant représenter plus de 70% de la charge corporelle (Burger, 1993,
Braune & Gaskin, 1987). En effet, les contaminants accumulés dans les tissus sont évacués dans les
plumes en croissance, et une fois incorpores dans les kératines des plumes, ils y restent piegées
définitivement (Crewther et al., 1965; Appelquist et al., 1984). L'analyse des plumes de couvertures
et des rémiges permettent d'obtenir des renseignements sur une large fenétre temporelle et
spatiale, sachant que la synthese de ces deux types de tissus se fait a differentes periodes. Chez le
puffin des Baléares, la mue des primaires s'effectue des leur arrivée en Atlantique (juin/juillet)
tandis que la mue des plumes de couverture s'effectue en début de reproduction, au mois de
février (Zotier et al,, 1099 ; PNA, 2021). Sachant que les plumes ne sont pas synthétisees au méme
moment, il est judicieux d'étudier les deux types de plumages pour avoir des informations sur la
contamination du milieu occupé et du régime alimentaire sur de larges échelles temporelles et
spatiales. Ce type de tissu peut offrir une méthode viable de surveillance des ETMs dans les
différentes aires de répartition via les différentes périodes de synthése des plumes (Bearhop et al,,
2000). Afin d'étudier l'exposition des oiseaux a court terme, il est néanmoins plus adaptée d'étudier

le sang. Ce tissu est métaboliquement actif avec un fort taux de renouvellement qui refléte le
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régime alimentaire et l'exposition aux ETMs durant quelques semaines précédant l'échantillonnage
(Monteiro & Furness, 2001 ; Hobson & Clark, 1992a ; 1993). Les prelevements de plumes et de sang
sont non-létaux pour les individus et sont les tissus les plus ciblés pour réaliser des études
isotopiques en écologie aviaire (Cherel et al,, 2014). Avec des cadavres, les organes internes tels
que le foie, les reins et les muscles donnent acces a une contamination en ETMs sur une plus
longue période que le sang (Mallory et al,, 2018). Il est donc judicieux d'étudier les tissus sanguins
et organes de stockages pour pouvoir effectuer des comparaisons avec d'autres etudes portant sur
les Procellariiformes.

Les études interspécifiques sur les oiseaux marins se sont principalement concentrées sur les
individus adultes (Anderson et al., 2010, 2009 ; Becker et al., 2016 ; Roscales et al,, 2016; Sebastiano
et al, 2017) ou les concentrations de contaminants dans les tissus dépendent d'un mélange
complexe de facteurs intrinseques: age, sexe, statut de reproduction (Borga et al, 2004; Lerma et
al., 2016) et extrinseques : regime alimentaire, migration, saisonnalite (Finger et al., 2016 ; Leat et al,,
2013) pouvant limiter notre capacite a identifier et évaluer les sources spécifiques d'exposition. Au
contraire, les poussins de l'éclosion a l'envol sont alimentés par leurs parents avec des ressources
marines capturées a proximité des colonies (Blévin et al,, 2013 ; Carravieri et al, 2020). Chez les
poussins, l'exposition dans lceuf aprés le transfert de contaminants maternels vers 'ceuf est
negligeable (Bourgeon et al, 2013) en raison de l'effet de dilution de la croissance et/ou dans le
duvet primaire et secondaire (Ackerman et al., 2011). Les concentrations de contaminants dans les
tissus des poussins reflétent donc une exposition locale sur une fenétre temporelle assez limitee
faisant d'eux d'excellents bioindicateurs permettant d'évaluer l'exposition aux contaminants autour
des colonies grace a des prélévements non létaux de sang et de plumes qui peuvent étre obtenus
facilement et rapidement au nid (Carravieri et al., 2014a).

A travers ce rapport, différents objectifs seront menés pour étudier la contamination des puffins.
L'étude vise a:

(1) évaluer les niveaux de contamination par les ETMs chez trois espéces de puffins en étudiant la
variabilité interspécifique ;

(2) évaluer les niveaux de contamination entre les colonies, en se basant exclusivement sur les
poussins de Scopoli et en etudiant la variabilité spatiale ;

(3) déterminer le niveau de contamination en ETMs des oiseaux a l'aide des isotopes stables ;

(4) évaluer les niveaux de contamination en Hg dans le sang et dans les plumes et étudier les
niveaux de contamination a l'aide de seuils de toxicité établis dans les différents tissus.

(5) étudier les corrélations entre les ETMs dans plusieurs organes et tissus chez les puffins.

Les hypothéses sous-jacentes a 'étude preédisent une différence de niveau de contamination entre
les difféerents stades de vie et espéces. En effet, sachant que certains eléments traces tel que le
Hg, s'accumulent tout au long de la vie des individus, on peut envisager des niveaux de
contamination en ETMs plus importants chez les puffins adultes par rapport aux poussins.
Concernant 'étude des colonies de puffins de Scopoli en Méditerranée, la proximité de la colonie

de Frioul a une importante ville portuaire du sud de la France (Marseille), suggére une
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contamination plus importante que les autres colonies insulaires de Méditerranée. Concernant
'alimentation des puffins, on s'attend a observer une alimentation plus tournée vers des ressources
pélagiques chez les adultes que chez les poussins. En effet, les parents vont se nourrir prés des
colonies et doivent réduire leur durée de recherche de nourriture afin de retourner a terre pour
nourrir leur progéniture. Sachant que la mer Méditerranée est un bassin presque ferme, entoure de
zones fortement industrialisées. Cette zone d'étude est une région avec un risque d'accumulation
des contaminants plus éleves gqu'en Atlantique. On peut envisager une contamination plus
importante en ETMs dans les plumes de couvertures que dans les regimes primaires au vu de la
phénologie de la mue chez les puffins des Baléares. Concernant les corrélations entre les élements
traces dans les organes, on s'attend a une forte corrélation entre le Hg et Se dans le foie ou se

produit la détoxication du Hg par copreécipitation avec le Se (lkemoto et al., 2004).

Matériels et méthodes:

1. Région d'étude et espéces:

L'étude a éte realisée sur plusieurs sites en France métropolitaine allant de la fagade Atlantique,
dans le Mor Braz (Bretagne) a la facade mediterranéenne sur une plage de Camargue et sur les

ilots de Frioul, Riou Giraglia et Lavezzi.

De nombreuses espéeces de procellariiformes sont présentes en Atlantique et Méditerranee dont
une partie d'entre elles, peuple les cotes frangaises tout au long de l'année dépendant de la phe-
nologie de l'espece. L'étude va se focaliser sur trois especes de puffins endémiques a la Mediter-

ranée lors de la reproduction.

Le Puffin des Baleares (Puffinus mauretanicus) est une espece nicheuse endémique de la Méditer-
ranee. Procellariiforme tres philopatrique de l'archipel des Baléares au large de 'Espagne durant la
période de reproduction, il est considéré comme l'oiseau marin le plus menacée d'Europe (PNA,
2021). Fortement protegée en France et au niveau européen, son statut de conservation est juge en
‘danger critique d'extinction” depuis 2004 (IUCN, 2020). L 'utilisation de modeéles démographiques a
permis d'évaluer un déclin de la population avoisinant les 14%/an et une extinction de l'espéce d'ici
55 ans (Genovart et al, 2016). Selon les dernieres évaluations, la population globale recenserait 25
000 individus dont 7 200 couples nicheurs (nombre theéorique). Par ailleurs, la population de Puffin
des Baleares serait sous-estimée et aurait connue recemment une augmentation de ses effectifs
grace a des conditions environnementales et anthropiques bénéfiques pour l'espece (Martin et al,
2019). Le patron global de la phénologie de présence annuelle se répartit en plusieurs phases : 3
mois de nidification (ponte, incubation, élevage des poussins) dans les Baléares, 5 mois de visites
entre les colonies de reproduction en Méditerranée et 'Océan Atlantique, et 4 mois passés en dis-
persion post-nuptiale en Atlantique : au large du Portugal et de la France. Une variabilité phénolo-
gique d'un mois existe entre les colonies concernant la durée de présence en Atlantique (Pérez-

Roda et al., 2017).



Proche du puffin des Baléares sur le plan phénotypique et génotypique, le puffin yelkouan (Puffinus
yelkouan) et le puffin de Scopoli (Calonectris diomedea) sont également en déclin a cause d'un
faible succes de reproduction lie notamment a lintroduction de prédateurs comme les rats noirs
sur les iles qu'ils occupent (Ruffino et al. 2009), la prédation des chats sur les adultes (Bonnaud et

al. 2009) et les prises accidentelles de la péche (Cortés et al. 2018).

Le Puffin Yelkouan est une espéce strictement endémique au bassin méditerraneen, qui est classe
dans la categorie vulnérable de 'lUCN (IUCN, 2010). La population europeenne a ete recensee par
BirdLife International et on dénombre 23 500 a 40 Q00 couples reproducteurs repartis sur l'en-
semble de la Méditerranée (BirdLife International, 2022). Cet oiseau marin a été étudié a de nom-
breuses reprises, cependant des lacunes subsistent dans nos connaissances liées a son niveau de
contamination via son écologie alimentaire. Ayant une aire de répartition limitée, il est donc judi-
cieux d'étudier cette espéce qui passe l'ensemble de son cycle de vie dans les limites du bassin
mediterraneen, dont les eécosystemes cotiers et marins présentent des niveaux éleves de contami-

nants.

Le Puffin de Scopoli est également un oiseau marin pélagique qui se reproduit en Méditerranée. La
présence de 141 000 a 223 000 couples reproducteurs dans l'ensemble du bassin mediterraneen a
ete estimee (BirdLife International, 2021) et une taille de population comprise entre 285 000 et 446
000 (BirdLife International, 2023). Quand bien méme son statut de protection de l'lUCN classe l'es-
peéce dans la catégorie : “Préoccupation mineure (LC)", on estime une légere diminution de la po-
pulation (BirdLife International, 2023). La phénologie de l'espece est bien documentée. Avec un
cycle de vie avoisinant les 25 ans (Fransson, 2010), les puffins de Scopoli commencent a se repro-
duire a l'age de 5 ans (Thibault et al,, 1997). La ponte d'un ceuf s'effectue en mai et les poussins
quittent la colonie vers la fin du mois d'octobre. De nombreuses études ont été menées a des
echelles locales : ile de Linosa, en Sicile (Costantini et al,, 2020); l'archipel de Hyeres, en France
(Bourgeois et al., 2011); mais €galement a une échelle globale pour déterminer la contamination de

cette espece en Méditerranée (Projet ROMPOM, 2019).

Cette etude a pour objectif d'évaluer les niveaux de la contamination par les métaux et les risques

potentiels encourus par ces espéces.

2. Collecte des eéchantillons:

L'échantillonnage des puffins des Baléares a eu lieu dans le secteur du Mor Braz (Atlantique) durant
l'été 2022. Les oiseaux (n=30) ont éte capturés a l'aide d'un filet a propulsion tiré depuis un zodiac
sur les oiseaux poses sur l'eau ou au décollage. Sur chaque individu capture : des plumes ventrales,

dorsales, la rémige primaire N°6 ainsi que du sang ont été préleves.

Les puffins Yelkouan adultes ont éte retrouvés eéchoués sur la plage Napoléon a Port-Saint-Louis-
du-Rhdne en janvier 2022. Les individus étaient en bonne condition physique permettant de sup-

poser qu'ils ont éte victimes de captures accidentelles. Lors des dissections des cadavres (n=12),



des plumes ventrales, le foie, les reins, du muscle pectoral et du sang ont été preleves et conserves

a -20°C pour les analyses ultérieures.

Les puffins de Scopoli sont des poussins échantillonnés dans le cadre d'un programme de suivi de
la contamination des oiseaux marins des coétes frangaises, sur les sites de reproduction en Méditer-
ranée. Des préelevements sanguins et du duvet ont éte collectés sur 51 individus repartis dans 4
colonies situées sur les ilots de : Frioul (43,27° ;5,31") et Riou (43,18° ;5,39") dans le sud de la France,

Giraglia au Cap Corse (43,03 ;9,41") et Lavezzi dans les Bouches de Bonifacio (41,34°;9,26").

3. Préparation des échantillons

Pour les plumes, le calamus est d'abord eliminé ainsi que le duvet. Le sang séchée dans le bulbe de
la plume permettra de sexer les individus grace a des analyses moleculaires poussees. Afin d'éli-
miner la contamination externe, les plumes sont laveées dans un mélange de chloroforme:méthanol
(2:1) sous ultrasons pendant 3 minutes, puis rincées dans 2 bains de méthanol successifs et sechees
a 45°C pendant 48h. (Burger & Gochfeld, 2002; Carravieri et al. 2014a). Trois plumes ventrales sont
placées dans un tube eppendorf de 1,5 ml et réduites en poudre a l'aide des ciseaux en acier. Pour

la remige primaire N°6, le méme procede est suivi.

Pour les tissus internes et le sang, l'ensemble des echantillons a éteé place entre 24 et 48 heures au
lyophilisateur pour assurer leur séchage. A l'issue de la lyophilisation, les échantillons de sang sont
homogeneises directement dans les tubes eppendorfs tandis que les tissus sont broyes au pilon

dans un mortier en porcelaine pour obtenir une fine poudre homogéne.

4. Analyse des éléments traces

4.1. Dosage des elements metalligues :

La mesure des concentrations de 13 €léments : Argent (Ag), arsenic (As), cadmium (Cd), cobalt (Co),
chrome (Cr), cuivre (Cu), fer (Fe), nickel (Ni), manganése (Mn), plomb (Pb), sélénium (Se), vanadium
(V) et zinc (Zn) ; a été réalisée sur les échantillons de cellules sanguines, de tissus et de plumes
lyophilisées par ICP-OES Agilent 5800VDV et un ICP-MS Thermo Fisher Scientific X series Il a la
plateforme Analyse Elémentaire au laboratoire LIENSs. Les échantillons (n=60-240 mg) ont été di-
gerés avec un meélange de 6 ml d'acide nitrique HNO, 67-69% et 2 ml d'acide chlorhydrique 34-37%
(Fisher Scientific, qualité ultrapure). La digestion acide des échantillons a débuté a une tempeérature
ambiante durant 12h et s'est terminée au four micro-ondes Millestone par 30 minutes de montée a
120°C suivi de 15 minutes a 120°C. Chaque échantillon a ensuite été dilué avec de l'eau ultrapure
Milli-Q pour atteindre un volume total de 50 ml Des blancs et des matrices de concentrations cer-
tifiees ont été prépares et analysés avec les eéchantillons. Les certifiés étaient le TORT-3 (National
Research Council Canada (NRCQ)) et du foie de chien de mer, DOLT-5 (NRCC). Les limites de quan-
tification et les pourcentages de récupération étaient pour le TORT-3 de: 1 ug L™ et 103% pour l'As,

0,1 ug L™ et 98% pour le Cd, 0,1 ug L™ et 100% pour le Co, 0,1 pg L™ et 102% pour le Cr, 0,5 ug L et
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93% pour le Cu, 20 pg L™ et 88% pour le Fe, 0,5 pug L™ et 99% pour le Mn, 0,2 ug L™ et 96% pour le
Ni, 0.1 pg L™ et 82% pour le Pb, 0,5 pg L™ et 107% pour le Se, et 20 pg L™ et g7% pour le Zn. Les
pourcentages de récupération étaient pour le DOLT-5 de . 94% pour 'Ag, 96% pour l'As, 92% pour
le Cd, 95% pour le Co, 97% pour le Cr, 103% pour le Cu, 93% pour le Fe, 94% pour le Mn, 99% pour le
Ni, 88% pour le Pb, 106% pour le Se, et 100% pour le Zn. Les concentrations des éléments métal-

liques sont exprimées en ug g de poids sec.

4.2. Dosage du mercure :

Le dosage du mercure (Hg total) a été réalisé sans minéralisation sur les échantillons (0,25 & 0,50
mg) de cellules sanguines, de tissus et de plumes lyophilisées par spectrophotométrie d'absorption
atomique avec un Advanced Mercury Analyser (AMA-254) de marque ALTEC. Cet appareil permet
l'analyse d'échantillons bruts qui sont dans un premier temps brulé sous atmosphére d'oxygene a
une tempeérature de 800°C et dont le Hg est libéré lors de la combustion est amalgame sur un
collecteur en or. Par chauffage de cet amalgameur, le Hg est libére et l'analyse est realisee par
absorption atomique. Le contrdle qualité des analyses a été réalisé par la mesure de blancs au
debut et fin de chaque session d'analyse, par la mesure de matrices certifiees pour leur concentra-
tion en Hg, ici de 'hépatopancréas de homard, TORT-3 (NRCC). Chaque échantillon a fait l'objet d'au
moins deux mesures pour que le pourcentage de variation (RSD) entre les mesures soit inférieur a
10%. Les resultats des analyses de matrices certifiees donnent un pourcentage de récupeération de
la concentration en Hg variant de 96 a 102 % suivant la session d'analyse. La limite de quantification
de l'appareil était de 0,01 ng de Hg. Les concentrations de Hg sont exprimées en ug g de poids

secC.

5. Détermination des seuils d’effets

Les données brutes obtenues dans les articles de références ont été harmonisées en concentra-
tions de matiére seche en utilisant les concentrations de poids humides. Pour les besoins de la
comparaison avec les données publiees, nous avons suppose un facteur de conversion de 4,76
entre les concentrations de masse séche et humide de l'ensemble des éléments. Pour le sang des
oiseaux marins, on suppose un pourcentage d'humidité dans les tissus humides d'environ 79% (Ea-
gles-Smith et al,, 2008). Les résultats doivent étre interprétés avec précaution car le facteur de con-

version peut varier en fonction de l'espéce et des individus étudiés.

Pour interpréter les niveaux de contamination et les relier aux potentiels risques encourus par les
puffins, nous avons utilise les valeurs seuils etablies par Dietz et al., 2021 puis repris par Chastel et
al., 2022. Ils proposent plusieurs valeurs seuils et des catégories de risque qui en découlent. Ces

valeurs seuils portent exclusivement sur le Hg chez les oiseaux arctiques.

Les valeurs seuils pour le sang sont tirées des travaux d'’Ackerman et al,, 2016, puis extrapoler pour

les plumes selon l'équation :
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In (IHg dans le sang en poids fraisl) = 0,673 x In (IHg dans les plumes)) - 1,673

Les classes de risques sont réparties en quatre groupes :

e Risque faible : 1 - 5 pg g* poids sec pour le sang et 1,62 - 4,53 Ug g™* poids sec pour les

plumes.

e Risque modére : 5 - 15 ug g™ poids sec pour le sang et 4,53 - 9,14 ug g™ poids sec pour les

plumes.

e Risque éleve : 15 - 20 pg g poids sec pour le sang et 9,14 - 10,99 Ug g™ poids sec pour les

plumes

¢ Risquesévere: >20 ug g poids sec pour le sang et > 10,99 g g poids sec pour les plumes.

6. Analyse isotopique

Pour étudier l'écologie trophique des puffins, des analyses d'isotopes stables du carbone et de
l'azote ont été réalisées sur 'ensemble des tissus étudies. Les analyses se sont déroulées dans les
locaux Marie Curie a La Rochelle Université. Des quantités variantes entre 0.2 et 0.4 mg d'echantillon
ont été pesees avec une balance Mettler Toledo, d'une précision de (£ 0.5 ug) et placees dans des
capsules d'étain pour l'analyse. Cette derniere est ensuite fermée hermeétiquement et pliee de fa-
con sphérique pour faciliter l'analyse. Les capsules sont ensuite transférees dans un analyseur pri-
maire (Flash 2000, Thermo Scientific, Milan, Italie) couplé a un spectrométre de masse (Delta V Plus
avec IV Interface, Thermo Scientific, Bréme, Allemagne). L'analyse permet de déterminer la quan-

tite relative des ratios isotopiques du carbone et de l'azote suivant l'équation suivante :

X = (Smter — 1) x 10
ou X correspond au 2C ou *N et R au ratio B8C/*C ou *N/*N respectivement. Les résultats sont
rapportes en notation unitaire (exprimée en par mil par rapport aux références, le Vienna Pee Dee
Belemnite pour le §3C et l'azote gazeux de l'air pour le §*N). La précision de la mesure a éte vérifiee
par des analyses repéetees. Pour controler la validite des résultats, des mesures sur des echantillons
certifies (USGS-61 et USGS-63 (Caffeine)) sont réalisées. Les valeurs mesurées de USGS-61 pour
les ratios isotopiques ont été de, 63C ; -35,05 £ 0,03 (%) et 65N : -2,87 £ 0,05 (%), n = 8. Les valeurs
mesurées des échantillons certifies USGS-63, ont été de : §3C:-1,17 + 0,06 (%) et 6N : 37,83 + 0,06
(%0), n = 8. La précision analytique des mesures s'est révelée < 0.10 %o pour l'azote et le carbone. Les
valeurs sont ensuite rassemblées dans une base de données pour étre analysées. Les appareils

utilises peuvent se revéler sensibles et étre influencés par l'environnement extérieur.
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7. Analyse statistique

L'ensemble des graphiques et des tests statistiques ont été réalisé sous le logiciel RStudio version
4.2.2 avec l'utilisation du package ggplot(). Notre seuil de significativite statistique a éte fixe a p =
0,05. La vérification de 'homoscédasticite, de l'indépendance et de la normalité des résidus a éte

effectuée en utilisant les graphiques des résidus (graphiques Quantile-Quantile).

Tout d'abord, nous avons cherché a comparer les concentrations en ETMs en fonction de l'espece.
Une ANOVA couplée a des T tests a ete realisee. Le test post-hoc de Tukey mis en place a permis
de voir les differences entre les groupes. Dans le but de comparer les niveaux de contaminants
dans les différentes colonies de puffins de Scopoli, une ANOVA et des T tests pour tester les diffe-
rences entre les sites ont été réalisés avec un test de Tukey post-hoc (Figure 1., Figure 2.). Pour
etudier les corrélations entre les ETMs, des ACPs ont été réalisées pour étudier d'une part, unique-
ment les puffins des Baleares, et d'autre part la variabilite des colonies chez les poussins de Scopoli
(Figure 3., Figure 4.). La réalisation d'une valeur seuil a permis linterprétation des éléments sur
chaque axe. Afin de déterminer si l'alimentation est un facteur potentiel a la contamination, nous
avons intégre les isotopes a l'analyse. Pour cela des modéles linéaires (LM) ont été réalisés. Chaque
espece a ete separee afin de limiter les biais liés au stade de vie et a la variabilité spatiale. Des tests
de corrélations entre les variables et la normalité des données brutes ont éte realisés en amont.

Les modeéles retenus ont eté compilés dans le Tableau 4.

Les niches isotopiques représentées ont éteé réalisées avec la version 2.1.7 du package SIBER() dans
R (Jackson et al., 2011). Les zones d'ellipse standard corrigées pour les petites tailles d'échantillon,
qui incluent environ 40 % des individus au sein d'un groupe sur la base d'une distribution normale
bivariée, ont été calculées pour chaque espéce, chaque colonie et chaque tissu. Les estimations a
posteriori de laire d'ellipse standard bayésienne ont ensuite éte utilisees pour tester les differences
entre les niches isotopiques des oiseaux (a l'aide d'’ANOVA). Des pourcentages de recouvrements

des niches isotopiques ont également éte calculés (Figure 5a.,5b., Figure 6.).

Des tests non-parameétriques, sont realisés pour étudier les corrélations entre les éléments chi-
miques dans les différents organes et tissus des puffins Yelkouan (Test de Spearman et Kruskal-
Wallis). Les concentrations en ETMs dans les tissus ont été compilé dans le Tableau 1. et 'ensemble
des corrélations significatives a été rassemble dans le Tableau 2. De plus, une régression lingaire a

été obtenue en étudiant la relation entre le Se et le Hg chez les puffins de Scopoli (Figure 9.).

Résultats :

1. Les éléments traces métalliques.

Parmi les quatorze ETMs recherchés dans les différents tissus des trois especes de puffins de cette
étude, seulement sept (As, Cu, Hg, Fe, Mn, Se, Zn) présentaient des concentrations supérieures a la

limite de détection. De plus, le plomb a été détecteé dans le sang des puffins de Scopoli (poussins).
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Les concentrations des sept ETMs montrent des variations entre especes et stades de vie (Figure
1.). Les puffins Yelkouan et les puffins des Baléares ont des concentrations plus élevees en As, Cu,
Hg et Se que les poussins de Scopoli. Les trois espéces ont des concentrations en As, Cu, Fe et Hg,
significativement differentes. Les puffins Yelkouan présentent des concentrations de Mn significa-
tivement supérieures a celles des deux autres espéces. Les concentrations de Se sont significati-
vement plus faibles chez les poussins que chez les adultes (Tukey HSD : p < 0,001) mais aucune
différence entre les puffins des Baléares et Yelkouan n'a été détectée (Tukey HSD: Yelkouan-Ba-

léares p = 0,95, Annexe 4.).
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Figure 1. Concentrations des ETMs (ug g™ de poids sec) dans le sang des puffins de Scopoli pous-
sins, C. diomedea (en bleu), des puffins Yelkouan, P. yelkouan et des puffins des Baléares adultes, P.
mauretanicus (en rouge). L'ordre de la représentation des espéces est base sur les différents stades
de vie (poussins-adultes) et sur les aires d'échantillonnage ; Méditerranée (a gauche) pour les puf-
fins de Scopoli et les puffins Yelkouan, et Atlantique (a droite) pour les puffins des Baléares. Les
lettres indiquent des différences significatives entre les espéces (Tukey HSD, p < 0,05).
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Chez les puffins de Scopoli, il n'y a pas de différence significative entre les colonies pour le Cu, le
Mn, et le Pb (Figure 2). En revanche, des différences apparaissent entre sites pour les autres
eléments. Ainsi, Giraglia présente les concentrations les plus élevées en Hg, Se et Zn tandis que le

site du Frioul montre les concentrations les plus faibles en Zn.
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Figure 2. Concentrations des ETMs (ug g* de poids sec) dans le sang des puffins de Scopoli
poussins, C. diomedea. L'ordre de la représentation des especes est baseé sur les différentes aires
d'échantillonnage ; les colonies proches du Golfe du Lion a gauche et de la Corse a droite. Les
lettres indiquent des différences significatives entre les especes (Tukey HSD, p < 0,05).

Dans les tissus internes des puffins Yelkouan, l'Ag, le Cr, le Ni, le Pb et le V présentaient des
concentrations inférieures a la limite de détection. Les ETMs ont des concentrations
significativement plus élevées dans le foie que dans le muscle a l'exception du Cu (p = 0,47 ; Tableau
1.). Les concentrations en Mn, Se et Zn sont significativement plus elevées dans les reins par rapport
aux muscles tandis que les concentrations en Cd et en Zn sont significativement plus élevées dans
les reins par rapport aux autres organes (p < 0,05). Les concentrations en Cu, Mn et Zn sont
significativement plus faibles dans le sang que dans les autres types d'organes (p < 0,05). Les
concentrations les plus importantes de Fe se retrouvent dans le sang (p < 0,01). Dans les tissus
internes, on observe de nhombreuses corrélations entre les ETMs (Tableau 2.). Le sang est un tissu
ou les ETMs interagissent entre eux. En effet de nombreuses corrélations sont observables, qu'elles
soient positives et/ou négatives. Pour citer quelques corrélations, on remarque que le Cu, le Zn et
le Mn sont les éléments avec le plus de corrélations dans le sang et dans les organes de stockage.
Le Se est uniquement corrélé de fagon positive au Mn dans le foie. Le Hg est corrélé positivement
avec d'autres ETMs seulement dans les reins. Dans le sang, le Fe est négativement corrélé au Cd

et au Zn tandis qu'il est corrélé positivement au Cu et au Zn dans les muscles.
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Tableau 1. Concentrations des ETMs (ug g de poids sec) dans les tissus internes des puffins
Yelkouan, P. yelkouan. Les valeurs données sont des moyennes écart-type.

Eléments Sang Muscle Rein Foie
n=8 n=9 n=4 n=7
As 3,63 +1,06 4,57 1,42 6,79 2,12 7,58 +1,85
Cd 0,12 +0,11 0,09 +0,04 10,08 +1,02 0,58 +0,11
Co 0,04 +0,04 0,10 +0,02 0,16 +0,02 0,10 +0,01
Cu 3,63 1,41 18,29 2,62 12,90 +0,82 17,45 1,79
Fe 1976 +146 201 *45 552 78 885 214
Hg 3,01 1,00 1,97 +1,11 2,69 1,30 4,01 £2,45
Mn 1,28 +0,99 2,58 +0,50 7.69 £0,92 8,77 1,50
Se 40,25 7,30 10,44 +2,77 37.23 £1,46 27.53 5,86
Zn 31,13 6,30 42,42 5,44 87,77 +8.13 76,55 £8,39

Tableau 2. Corrélation entre les ETMs dans les différents tissus de puffins Yelkouan, P. yelkouan.
Souligné: p < 0,01; autres: p < 0,05.

Eléments Sang Muscle Rein Foie
n=38 n=9 n=4 n=7
As +Cu, +Zn
Cd -Fe
Co +Cu, tMn +Cu +Zn
Cu +As,+Co,+Hg, +Mn, +Fe +Co
+Zn
Fe -Cd, -Zn +Cu, *Zn
Hg +Cu +Zn, *tMn
Mn +Co,*Cu, +Zn +Hg, *Zn +Se
Se +Mn
Zn +As, +Cu,-Fe, +Mn  +Fe +Mn, +Hg +Co
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2. Interactions des éléments traces et des isotopes

Les ETMs inclus dans l'analyse en composante principale (ACP) pour l'étude des puffins des Ba-
léares sont : As, Cu, Fe, Hg, Mn, Se et le Zn (Annexe 2). Ensemble, les deux premiéres dimensions
(identifiees ici comme "Dim1" et "Dim2") de 'ACP expliquent 55,42 % de la variation totale. L'As, Fe,
Hg, Mn et Se contribuent principalement a Dimz1, tandis que Dim2 est influencé majoritairement par
le Cu et le Zn. L'ACP permet d'observer de fortes corrélations entre certains éléements tels que le
Fe et Hg ; mais également le regroupement du Se et de l'As, ainsi que le Cu et le Zn (Figure 3.). On
observe une variabilité interindividuelle assez importante (Figure 3.). Cependant, on constate grace
aux matrices de corrélation ; qu'a l'exception du Zn, le Mn est trés peu corrélé aux autres ETMs. La
forte contamination en métaux de certains individus influence l'ensemble de I'ACP. Par exemple,
les individus ayant une charge elevee en Se et As ont une faible concentration de Mn dans leurs

tissus sanguins.

e e mmcmccm e cc e e — e e e e m e — e ————————

Dim1 (32.3%)

Figure 3. Biplot des scores individuels et des charges des éléments sur les deux axes principaux
(Dim1 et Dim2), obtenus a partir d'une analyse en composantes principales (ACP) sur les élements
traces métalliques des cellules sanguines chez les puffins des Baléares adultes, P. mauretanicus.
Les points représentent les individus.
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Une seconde ACP a éte réalisee pour éetudier les puffins de scopoli poussins. 8 variables ont éte
retenues pour cette analyse : As, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Se et Zn (Annexe 3.). La variation totale est
expliquée a 59,96 % avec une inertie de 2,52 pour la premiére dimension (Dim1) et 2,27 pour la
dimension 2 (Dim2). Le Cu, Fe, Mn et Zn contribuent a Dim1 et U'As, Hg, Pb et Se influencent
majoritairement Dim2 (Figure 4.). Cette ACP permet d'étudier la variabilitée interindividuelle et la
variabilité spatiale des poussins, représentées par des points et des ellipses respectivement. On
observe des corrélations positives entre l'As, Hg et Se et des corrélations negatives entre Fe, Mn et
Cu, Zn. On remarque que les poussins provenant de la colonie de Riou et de Frioul ont une signature
isotopique et une charge d'éléments traces dans leurs organismes plus faibles que les poussins

provenant des colonies de Lavezzi et de Giraglia.

N
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Colonie :
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25 \ | ™ | Frioul
o~ '\..
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a-2- o N\

Giraglia
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-10 -5
Dim1 (31.5%)

Figure 4. Biplot des scores individuels et des charges des éléments sur les deux axes principaux
(Dim1 et Dim2), obtenus a partir d'une analyse en composantes principales (ACP) sur les éléements
traces métalliques des cellules sanguines chez les puffins de Scopoli poussins, C. diomedea. Les
points de couleurs et les ellipses représentent les individus en fonction du site.

Les ACPs ont permis d'avoir une vue d'ensemble sur les contaminants et leurs potentiels
corrélations. Pour comprendre le lien entre l'exposition des ociseaux marins aux contaminants et le
degre d'exposition, il est judicieux de s'intéresser a la niche alimentaire de ces procellariiformes.
L'étude des proxies du site d'alimentation, le §3C ; et de la position trophique, le §°N ; semble donc
judicieux pour comprendre l'origine de cette contamination. Les puffins de Scopoli sur les sites de
Riou et Frioul ont une signature isotopique en C legerement plus faible que les poussins de Lavezzi
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et Giraglia (Tableau 3.). Les individus de Frioul ont un §*N supérieur aux autres colonies de puffins

de scopoli. De plus, on remarque une valeur élevee de 85N chez les puffins des Baléares

contrairement aux puffins Yelkouan adultes durant la période d'échantillonnage. Concernant les

ETMs, la difféerence observee entre les especes et entre les sites est visible. On peut voir des

concentrations legérement supérieures chez les puffins des Baleares et des concentrations

elevees chez les puffins Yelkouan. Ces derniers sont les seuls a présenter des charges en Mn

supérieures a 1 ug g™ Les charges en Zn sont comprises dans une gamme restreinte de valeurs

variant en fonction de la colonie, de 'espéce ou du site étudie.

Tableau 3. Valeurs du § BC, § 5N (%.), et les concentrations de l'As, Cu, Fe, Hg, Mn, Se, Zn (ug g*
de poids sec) dans le sang ; chez les trois especes de Procellariiformes etudiees (P. mauretanicus,
C. diomedea, P. yelkouan). Les valeurs données sont des moyennes *écart-type.

Especes Site Stade n §8C 8N As Cu Fe Hg Mn Se Zn
de vie
P.de Poussin 51 -19,00 8.54 1,32 1,58 2352,25 0,62 0,15 22,06 25.74
Scopoli +0,24 +0,45 +0,55 +0,75 +80,06 +0,41 +0,05 +10,54 +7.47
Riou - 8 -19,16 8,56 0,08 1,85 2 345,06 0,39 0,13 10,93 32,57
+0,12 +0,30 +0,39 +0,86 74,25 0,27 +0,06 +3,97 +15,60
Frioul - 15 -19,24 9,01 0,08 1,23 2 368,44 0,42 0,17 14,71 22,60
+0,16 +0,34 +0,23 +0,49 +50,88 +0,17 +0,04 4,71 2,47
Lavezzi - 15 -18,79 8,18 1,38 1,54 232484 0,50 0,15 20,92 25,20
+0,13 +0,22 +0,47 +0,51 93,80 +0,27 +0,06 +5.80 +4,97
Giraglia - 13 -18,86 8,39 1,85 1,85 2369,61 1,14 0,16 31,85 25,79
+0,14 +0,38 +0,56 +1,02 92,60 +0,36 +0,05 +781 +3,26
P. Port- Adulte 8 -19.93 8,80 3,63 3,63 1976,39 3,01 1,28 40,25 31,13
Yelkouan Saint- +0,19 +0,31 +1,06 +141 +145,52 +1,00 +0,99 +7,30 +6,30
Louis-
du-
Rhoéne
P. des Mor Braz Adulte 30 -18,26 13,68 234 2,82 2 405,93 1,43 0,10 41,64 23.43
Baleares +0,13 +0,59 +0,82 +0,64 +69,59 +0,57 *0,04 +12,83 +3,49
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Les ACPs ont permis de réduire le nombre de modeles en partant du postulat que les éléments
fortement corrélés entre eux proviennent de la méme source de contamination. On obtient des
modeéles non significatifs concernant le Hg (p = 0,07), Se (p = 0,46), Mn (p = 0,83) et Zn (p = 0,16). Les
modéles mis en place pour les poussins de Scopoli ont quant a eux révelé des résultats
intéressants. Pour chaque element, le meilleur modele a été placé en premier (Tableau 4.). On
remarque que certains eléements sont influences par le 6N et le site tels que l'As, Hg, Se, Pb tandis

que d'autres dependent plus du 63C, du site et d'une interaction entre ces deux variables.

Tableau 4. Classement des modéles AIC des concentrations en ETMs sélectionnés dans le sang
chez les puffins de Scopoli poussins, C. diomedea (n= 51). Les modeéles les mieux supportés sont
présenteés en premiers. Abreviation : AIC, critere d'information d'Akaike.

Modéles K? AIC AAIC® AlCwt¢ R2d

Hg LM

8N + site, 6 4,64 0,00 0.97 0,67
8N + site + §N:site 9 12,01 7.37 0.02 0,66
83C + site 6 17,35 12,71 0,00 0,58
§3C + site + §B3Cisite 9 18,97 14,33 0,00 0,61
site 5 190,68 15,04 0,00 0.55
NULL 2 56,21 51,57 0,00 0,00
§13C 3 56,32 51,57 0,00 0.02
8N 3 58,38 51,68 0,00 -0.01
As LM
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6N + site

site

813C + site

813C + site + §8Csite

6N + site + §'°N:site

§13C

NULL

65N

Fe

613C + site

NULL

613C

6N

813C + site + §8Csite

site

8N + site

LM

65.44

66,40

68,092

7237

7311

80,19

86,92

87.71

592,98

595,01

506,67

59719

59773

598,89

600,57

0,00

0,96

348

6.93

7.67

14,76

21,48

22,27

0,00

2,03

3,68

4,21

4.75

501

759

0.54

0.34

0,09

0,02

0,01

0,00

0,00

0,00

0.55

0,20

0,09

0,07

0,05

0,03

0,01

0,41

0,38

0.37

0.39

0,38

0,14

0,00

0,008

0,14

0,00

-0,008

-0,01

0,14

0,00

-0,002
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65N + site + §'5N:site 603,49 10,50 0,00 0,04
Zn LM

§3C + site + §BCisite 345,88 0,00 0,59 0,29
§13C + site 347,66 1,77 0,24 0,19
site 349.50 3.61 0,10 0,14
8N + site 351,66 578 0,03 012
NULL 353,06 7.17 0,02 0,00
65N 353.96 8,08 0,01 0,006
§3C 354,41 852 0,01 -0,002
8N + site + §'°N:site 9 35531 943 0,01 0,15

a2 Nombre de parametres.

b AIC échelonné ; AIC = 0,00 est interprété comme la meilleure adéquation aux données parmi les
modeles.

¢ Poids de la preuve interprété comme une proportion. La somme des poids de tous les modéles
est de 1,00.

4 Coefficient de détermination.

3. Etude des niches isotopiques

La comparaison du traceur des zones d'alimentation (63C) dans le sang permet d'observer des dif-
férences significatives entre les espéces (ANOVA, F.gs = 246,4 ;. p < 2™°) mais également sur les
difféerentes colonies des puffins de Scopoli (ANOVA, F3,; = 32,54 ; p = 1.56™) excepté pour les colo-
nies de Frioul-Riou, p = 0,49 et Lavezzi-Giraglia, p = 0,53 (Tukey HSD).

La signature isotopique du §**N dans le sang permet d'observer des différences significatives entre
les espeéces (ANOVA, F.gs =1054 ; p < 27°) excepté entre Scopoli-Yelkouan, p = 0,36 (Tukey HSD).

L'étude des colonies des puffins de Scopoli révele des difféerences significatives pour l'ensemble
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des sites (ANOVA, F5,; = 18,53 ; p = 4,.49°®) excepté pour les colonies Lavezzi-Giraglia, p = 0,31, et
Giraglia-Riou, p = 0,63 (Tukey HSD).

L'ensemble des especes etudiees occupe des niches isotopiques différentes (Figure 5.a) avec des
tailles variables, comme le montre le non-chevauchement des zones d'ellipses standard (ANOVA,
Faug07 = 2827, p < 27%9). De plus, malgré une gamme isotopique assez restreinte, on remarque un
chevauchement des niches isotopiques de 3 % pour Riou/Frioul et 5 % pour Lavezzi/Giraglia (Figure
5.b). Cependant les poussins provenant de ces quatre colonies ont des tailles de niches isotopiques
significativement differentes malgreé des colonies qui semblent a premiére vue similaires (ANOVA,

F3as006 = 3178, p < 27°).
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Figure 5. Données du §3C et § 5N (%o) pour chaque individu (point) et des niches isotopiques (zones
d'ellipses standard) avec une robustesse de 40% (a.) chez les trois espéces de Procellariiformes

etudiées (P. mauretanicus, C. diomedeaq, P. yelkouan) et (b.) chez les poussins des quatre colonies de
puffins de Scopoli, C. diomedea.

Les valeurs isotopiques varient dans l'organisme en fonction de la période d'échantillonnage (sang)
et de la synthése des tissus externes tels que les plumes de couvertures et les rémiges primaires.
Avec différents types de tissus provenant du méme individu, une variabilité temporelle peut étre
observeée. Les valeurs § 3C et §°N du sang des puffins des Baléares varient faiblement (§ 3C : -18,26
+0,13 ; § ®N : 13,68 +0,59) contrairement a leurs plumes de couvertures et de leur rémige primaire
N’6 ; avec des valeurs respectives de : § 3C : -16,83 0,46 ; 6 5N : 14,14 1,32 et § 3C : -18,04 0,75 ; &
5N : 14,89 #1,26. Il existe une variabilité inter-individuelle assez marquée concernant les signatures
isotopiques des plumes par rapport au sang (Figure 6.). Les niches isotopiques du sang et des re-
miges primaires ont un recouvrement dans des gammes relativement restreintes avoisinant les 14%.
Les puffins des Baleares occupent des niches isotopiques de tailles différentes durant la synthese

des plumes de couvertures et des remiges primaires N°6 signifiant une variabilité inter-individuelle
22
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marquée ou bien un régime plus généraliste pendant cette période. Les tests statistiques ont révélé

que les tailles des niches isotopiques sont significativement différentes.
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Figure 6. Données du §3C et § 2N (%.) pour chaque individu (point) et des niches isotopiques (zones
d'ellipses standard) avec une robustesse de 40% chez les trois types de tissus étudiés chez le puffin
des Baleares, P. mauretanicus.

4. Evaluation du risque lié au mercure

Les concentrations de Hg dans le sang des poussins de puffins de Scopoli sont inférieures a 1 jug
g*de poids sec, indiquant l'absence de risque toxicologique lie a ce metal (Chastel et al., 2022). La
colonie de Giraglia fait néanmoins exception avec huit poussins (62% des individus) qui dépassent
ce seuil de 1 ug g* (Figure 7.a). En ce qui concerne les adultes des puffins Yelkouan et Baléares,
leurs niveaux de Hg sont compris entre 1 et 5 ug g, les plagant dans la catégorie “risque faible”

pour les individus.

En comparaison avec les seuils d'effets établis avec les plumes (Chastel et al,, 2022), 'ensemble
des colonies de puffin de Scopoli dépasse le seuil de non risque (< 1,62 g g™ méme si a l'échelle
individuelle, certains poussins présentent des concentrations dans leur duvet inférieures a ce seuil
(Figure 7.b.). Sept individus, soit 58 % des puffins Yelkouan (n=12) présentent des niveaux de conta-
minations dans les plumes avoisinant un risque faible pour les individus tandis que 18 individus
(60%) des puffins des Baléares (n=30) présentent des niveaux de contaminations modéres, compris

entre 4,53 et 9,14 ug g™
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[Hg] dans le sang (ug.g-1)

[Hg] dans les plumes (ug.g-1)

Riou

Frioul Lavezzi Giraglia MorBraz  Bouches du Rhone Riou Frioul Lavezzi Giraglia Mor Braz

Site Site

Figure 7. Concentration en Hg dans (a) le sang et (b.) les plumes ; des puffins en ug g*de poids
sec pour les différents sites d'échantillonnage et pour chaque espece. Dans l'ordre : C. diomedea (4
sites), P. mauretanicus (1 site), P. yelkouan (1 site). Les seuils de toxicité sont figurés par les lignes en
pointillée : (@) <1 pg g™ : aucun risque (pointille orange), 1 - 5 ug g™ : risque faible pour les individus
(pointillé rouge) et (b.) < 1,62 ug g*: aucun risque (pointilles gris clair), 1,62 - 4,53 ug g™ : risque faible
(pointillés gris fonceé), 4,53 - 9,14 ug g™ : risque modereé pour les individus (pointille noir).

Chez le puffin des Baléeares, la remige primaire N6 (P6) présente des concentrations de Hg
supérieures a celles des plumes de couverture et du sang (Figure 8.). Huit individus, soit 27% des
puffins présentent des niveaux de contamination élevés (9,14 - 10,99 Ug g™ dans la P6. De plus, 11
individus (37%) sont au-dessus du seuil de 10,99 pg g™ les placant dans la catégorie “risque severe”

pour les individus.

Les concentrations de Hg et de Se ne sont pas corrélées chez les puffins des Baleares et les puffins
Yelkouan (Baléares, n=30, p = 0,78 ; Yelkouan, n=8, p = 0,72). Cependant on observe une corrélation
significative (n= 51, p = 0,001) chez les puffins de Scopoli (Figure 9.). Le modele linéaire représente
suit l'équation : [Se dans le sangl = 11,31 x [Hg dans le sangl + 15,94. En gjoutant la variabilité spatiale,
on remarque que les poussins de la colonie de Giraglia sont les seuls a avoir des concentrations en

Se qui diminue lorsque le Hg augmente.
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Figure 8. Concentration en Hg dans plusieurs types de tissus chez les puffins des Baléares, P.
mauretanicus (n=30) en pg g* de poids sec. Les lignes rouges représentent les seuils de toxicité
pour le sang et en noir, les seuils de toxicité pour les plumes. Seuil de toxicite pour le sang: < 1 ug
g™ :aucun risque, 1 - 5 ug g™ risque faible pour les individus. Seuil de toxicite pour les plumes : <
1,62 ug g*:aucun risque, 1,62 - 4,53 pg g™ : risque faible, 4,53 - 9,14 pg g™ : risque modére, 9,14 -
10,99 Ug g™ : risque éleve, > 10,99 g g™ : risque sévere pour les individus.
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Figure 9. Relation entre les concentrations en Hg et Se (ug g* de poids sec) dans le sang chez les
poussins de Scopoli, C. diomedea.
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Discussion :

Malgre son statut d'oiseau marin le plus menace d'Europe, peu d'etudes se sont penchees sur l'éva-
luation de la contamination chez le puffin des Baléares. Dans le cadre du Plan National d'Actions,
l'objectif principal du rapport est d'apporter les premieres informations sur les niveaux d'exposition
de cette espéece. Pour pallier au manque global d'informations, réaliser des comparaisons avec des
especes proches sur le plan phénotypique et genotypique semble donc une bonne methode pour
obtenir des éléments complémentaires. Le présent travail est la premiére étude visant a comparer
les niveaux de contamination par les ETMs chez trois espéces de puffins : le puffin des Baléares, le
puffin de Scopoli et le puffin Yelkouan couplé a une analyse des isotopes stables utilises comme
traceurs de l'écologie alimentaire des oiseaux. En effet, quelques études ont déja éteé realisées sur
ces especes separement en Atlantique Nord-Est et en Méditerranée en se focalisant sur les adultes
ou sur les poussins, mais aucune n'avait proposé une comparaison multi-espéces. A travers ce rap-
port, differentes hypothéses ont été testées afin d'expliquer les niveaux de contamination des puf-
fins. Les isotopes stables du carbone (traceur de la zone d'alimentation) et de l'azote (traceur de la
position trophique) ne permettent pas d'expliquer la contamination des puffins des Baleares et Yel-
kouan alors qu'ils apportent des informations expliquant les niveaux des ETMs chez le puffin de
Scopoli. L'analyse de ces proxys couplée aux concentrations des ETMs a egalement permis d'ob-
server des niveaux d'exposition differents entre les colonies des puffins de Scopoli. L'étude des
ETMs dans les tissus internes des puffins Yelkouan adultes a permis de realiser des comparaisons
avec les quelques études déja meneées sur les puffins des Baléares adultes et de comprendre les
corrélations entre les ETMs dans les organes. Pour finir, les résultats obtenus ont été comparés a
des seuils de toxicite potentiels etablis dans d'autres etudes pour appuyer le Plan National d'Ac-

tions en faveur du puffin des Baléares.

1. Concentrations des ETMs dans les tissus des puffins

Les concentrations des sept ETMs déterminées dans cette étude (As, Cu, Hg, Fe, Mn, Se, Zn) se
placent globalement dans la méme gamme que celles rapportées chez d'autres espéces d'oiseaux
marins de différentes zones dans le monde, tant chez les adultes que chez les poussins (Carravieri
et al. 2014, 2020 ; Finger et al,, 2016 ; Lucia et al., 2016 ; Sebastiano et al., 2017, 2016 ; Carvalho et al,,
2013 ; Osborn et al.,, 1979). L'étude interspécifique met en lumiére des concentrations plus élevees
en As, Cu, Hg et Se dans le sang chez les puffins adultes. Les poussins de Scopoli et les puffins des
Baleares présentent des niveaux en Fe dans le sang supérieurs a ceux des puffins Yelkouan adultes.
Etudier des poussins et des adultes ; des stades de vie différents chez les oiseaux marins longévifs,
peut limiter linterprétation des données. En effet, on s'attend a observer des teneurs en métaux
plus élevees dans les tissus des adultes (ex : plumes) que chez les poussins, car lintervalle de
temps disponible pour l'accumulation est plus long chez les adultes (Burger & Gochfeld, 2000 ;

Bond & Diamond, 2009).
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Chez les adultes, les puffins Yelkouan présentent des niveaux de contamination plus elevés en As,
Cu, Hg, Mn et Zn dans le sang que les puffins des Baléares (Figure 1.). On sait que la mer Méditer-
ranee et 'océan Atlantique présentent des differences en termes de contamination. Le Mor Braz
(zone dans laquelle ont eté échantillonnés les puffins des Baleares) est ouvert sur l'ocean tandis
que le Golfe du Lion (échantillonnage des puffins Yelkouan) fait partie de la mer semi-fermeée me-
diterranéenne. Les masses d'eau vont étre renouvelées plus regulierement en Atlantique qu'en
Meéditerranée, ce qui facilite la dilution des contaminants. Plusieurs hypothéses peuvent donc ex-
pliguer ces résultats. Premierement, les différents niveaux de contamination entre ces deux es-
peces peuvent s'expliquer par des concentrations plus élevées en ETMs dissous dans les eaux de
surface mediterranéenne que dans l'océan Atlantique (Boyle et al, 1985 ; Morley et al, 1997). La
Méditerranée recoit des apports atmosphériques via les émissions anthropiques européennes, les
episodes de poussiere saharienne et linfluence des eaux douces issues de la lixiviation des sols
(Durrieu de Madron et al., 2011). Dans le Golfe du Lion, les concentrations en Co, Cu et Zn dans les
eaux de surface, ainsi que leurs correlations négatives avec la salinite, suggerent que les concen-
trations de ces elements sont influencees par le panache superficiel du Rhone (Chouvelon et al,
2019, Radakovitch et al., 2008). Deuxiémement, on sait que le Bassin Méditerranéen a une activité
volcanique assez importante pouvant relarguer dans le milieu de nombreux ETMs tel que le Hg. En
Mediterraneée, de nombreuses études ont pu mettre en évidence une oligotrophie des masses

d'eau, ce qui entraine des niveaux de contamination plus élevés (Chouvelon et al,, 2018).

Par ailleurs, la saison d'échantillonnage est un facteur important a considerer pour 'évaluation des
contaminants. En effet, la saisonnalité joue un réle dans les variations des concentrations en ETMs
dans les eaux de surface et dans les tissus musculaires des proies des oiseaux comme les sardines.
Une augmentation genéralisée en Ag, Cd, Cu, Hg, Pb et Zn dans le muscle des sardines a par
exemple été mesurée entre le printemps 2010 et l'hiver 2011 dans le Golfe du Lion (Chouvelon et
al.,, 2019).

Or la saisonnalité, mais aussi l'année d'échantillonnage était différente entre les trois espéces
etudiées dans ce travail. Ainsi les puffins des Baléares se déplacent entre la Méditerranée et
U'Atlantique durant la période post-reproduction (juillet a novembre) alors que les puffins Yelkouan
ont été échantillonnés en hiver (janvier 2022). Il est donc complexe de réaliser des comparaisons
interspéecifiques. De plus, la sensibilité aux contaminants varie considerablement entre especes et
les facteurs de stress n'ont pas le méme impact sur les difféerentes especes, rendant les
comparaisons interspécifiques entre différents sites plus difficiles (Fisk et al., 2005 ; Thompson &
Hamer, 2000). Cependant, ces prelevements aviaires sont de natures rares et difficiles a obtenir, et
peuvent donc contribuer a enrichir les informations portant sur la contamination des puffins en

France métropolitaine.

Enfin, deux facteurs manquent a l'analyse afin d'étudier les niveaux de contamination des adultes :

l'age des individus et leur sexe. Si un élément est bioaccumulable dans les organes de stockage,
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on présume que les oiseaux les plus vieux auront des concentrations de contaminants plus
importantes. Or les puffins peuvent vivre jusqu'a 23 ans. Malheureusement, il est difficile d'estimer
l'age d'un oiseau marin une fois adulte et cette information n'était donc pas accessible dans cette
etude. Il peut également exister des différences de contamination entre les sexes, notamment du
fait de l'excretion des contaminants différentes par les femelles lors de la ponte ou en raison d'une
ségreégation trophique entre sexes, rencontrée chez de nombreuses especes d'oiseaux et qui peut
exposer differemment les males et les femelles (Burger, 2007). Par exemple, Dauwe et al,, en 2002
ont évalué les niveaux de Cd, Cu, Pb et Zn dans les plumes chez la mésange charbonniere (Parus
major) et la mésange bleue (Cyanistes caeruleus) en étudiant a la fois 'age et le sexe des individus.
Ils ont montré que les males avaient des concentrations en Zn significativement plus éleveées que
les femelles. Egalement, une étude menée sur les plumes de manchot du Cap (Spheniscus
demersus), a mis en lumiere des différences liees au sexe et a l'age des individus afin d'examiner
les difféerents modéles de bioaccumulation des métaux entre les males et les femelles ainsi que
chez les adultes et les juvéniles. Les femelles juvéniles présentaient des niveaux d'As
significativement plus éleves que les males, tandis que les niveaux de Se augmentaient
significativement avec l'age des individus independamment du sexe (Squadrone et al., 2016). Le
sexage des individus via une analyse génétique est donc une perspective envisageable chez les
puffins en vue d'étudier si les concentrations des ETMs varient entre les males et les femelles pour
affiner nos reésultats.

Chez les poussins de Scopoli, l'échantillonnage nous permet d'étudier quatre colonies réparties
dans le Nord-ouest de la Méditerranee. Les concentrations des ETMs dans le sang étaient similaires
pour tous les sites pour le Cu, le Fe, le Mn et le Pb. Au contraire, les concentrations d'As et de Hg
etaient les plus élevees pour les poussins de la colonie de Giraglia, une ile située au nord de la
Corse, en mer Ligure. Les flux globaux des ETMs tels que l'As et le Hg sont extrémement influencés
par les activités humaines : combustion d'énergies fossiles et activités humaines (Rauch & Pacyna,
2009 ; Sen & Peucker-Ehrenbrink, 2012). La céte italienne est tres anthropisée et possede de
nombreux volcans. Couplés a des courants provenant de l'est de la Méditerranée, on peut se

demander si la mer Ligure est enrichie en certains éléments comme 'As et le Hg.

On peut supposer que les poussins sont exposés a des quantités relativement importantes de
contaminants d'origine anthropique via lalimentation. Le Hg et le Pb sont des élements non-
essentiels pouvant étre fortement toxiques pour les individus. L'ACP réalisée pour les poussins des
puffins de Scopoli montre des corrélations positives entre U'As, Hg, Se et Pb dans le sang (Figure 4.).
En comparant a d'autres études, on remarque que les poussins de Scopoli sont plus contaminés
en As (1,32 +0,55), Cu (1,58 £0,75), Fe (2352,25 +80,00) et Pb (0,03 +0,03) par rapport aux poussins
d'autres espéces d'oiseaux marins échantillonnés dans les Terres Australes et Antarctiques
Francaises comme le Pétrel des neiges du continent Antarctique (As: 0,80 *0,42; Cu: 0,49 +0,05; Fe:
2373 +80,3; Pb: 0,04), l'Albatros a nez jaune de l'ocean Indien (As: 0,34 +0,09; Cu: 1,21 +0,13; Fe: 2057
+169; Pb: 0,03 +0,005), l'Albatros d'’Amsterdam de l'océan Indien (As: 0,30 +0,11, Cu: 1,17 +0,07; Fe:

1823 +188; Pb: 0,02 +0,01) (Carravieri et al,, 2020). Si on considére que les oiseaux de mer en général
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sont de bons bioindicateurs de la contamination des réseaux trophiques, il semble donc que la
contamination en ETMs de la Méditerranée soit supérieure a la contamination des territoires reculés

comme le sud de l'océan Indien ou le continent Antarctique.

Le sang et les plumes sont des tissus echantillonnés dans de nombreuses etudes car ils peuvent
étre preleves aisement sur les oiseaux sans necessiter leur mise a mort. Cela a étée le cas pour les
3 especes de puffins incluses dans cette étude. Cependant des tissus internes peuvent également
étre analyses si un acces a des oiseaux morts est possible. On obtient ainsi, des informations a plus
long terme grace a l'analyse des organes de stockage, permettant de compléter les informations

obtenues avec le sang ou les plumes.

Les concentrations des ETMs dans les tissus internes des puffins Yelkouan permettent d'apporter
une vue globale sur le comportement des éléments dans l'organisme et lier les concentrations
dans les différents organes a des fonctions physiologiques.

Dans le sang, le Cu (3,63 #1,41), le Fe (1976 +146), le Zn (31,13 +6,30) et le Se (40,25 +7,30) sont les
éléments essentiels les plus concentrés. On remarque de nombreuses corrélations entre les ETMs
dans le sang (Tableau 2). Le Cu, le Mn et le Zn sont les éléments avec le plus de corrélations
positives dans le sang mais avec des concentrations assez faibles dans les autres tissus internes.
Ces trois éléments sont essentiels a 'homéostasie de l'organisme, on peut donc potentiellement
apercevoir dans ces resultats les élements nécessaires au maintien des fonctions physiologiques
chez les organismes. Concernant le Fe, son role majeur dans la composition de 'hémoglobine
(protéine transportant 'oxygéene dans le sang) est une des raisons expliquant la forte concentration
en Fe dans ce tissu. Cet element peut egalement jouer un role dans le processus de division
cellulaire. Le Se permet de protéger les cellules contre le stress oxydant. En effet, cet élément
permet la lutte contre les radicaux libres dans lorganisme et favorise le maintien du bon
fonctionnement du systéme immunitaire. Les corrélations négatives entre le Fe et le Cd et le Zn
dans le sang suscitent de nombreuses questions d'ordre physiologique qui devront étre étudiées
par d'autres travaux.

Dans le muscle, on retrouve la plus faible concentration en Fe (291 £45), Hg (1,97 #1,11) et en Se (10,44
+2,77) comparé aux autres organes. Une étude menée au Portugal sur des puffins des Baléares a
montré que les tissus musculaires stockent faiblement le Hg (0,22 +0,10) et le Se (2,31 +0,98) par
rapport aux reins et au foie. Costa et al, en 2016 ont mesuré des niveaux de contamination au Hg et
Se plus faibles dans le foie, le rein et le muscle chez les puffins des Baléares par rapport aux puffins
Yelkouan de notre étude. Des mesures plus élevées en Cu ont été réalisées dans les tissus
musculaires des puffins Yelkouan de notre etude (18,29 +2,62). On observe parallelement a cela une

corrélation importante entre le Fe et le Zn dans les muscles.

L'analyse des contaminants dans les reins des puffins Yelkouan a mis en lumiére des niveaux elevés
en Cd (10,08 £1,92) et en Zn (87,77 +8,13). Cependant, aucune corrélation n'a été trouvee entre ces
deux éléments dans les reins alors qulils peuvent se coaccumuler en se fixant aux
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meétallothionéines (Bustamante et al, 2004). En outre, le Zn est fortement corréle avec le Mn dans
cet organe. Le Cd a la capacité de se bioaccumuler tout au long de la vie des individus dans les
reins et dans le foie. Les niveaux de Cd rapportés par Costa et al., en 2016 sont plus faibles dans le

muscle, les reins et le foie chez les puffins des Baléares que chez les puffins de notre etude.

Cette difference peut s'expliquer par difféerentes durées de vie chez les oiseaux échantillonnés dans
les deux éetudes. Potentiellement, les puffins Yelkouan échantillonnés sont plus vieux que les
puffins des Baleares étudiées par Costa et al. (2016) au Portugal. Avec une durée de vie plus courte,
la bioaccumulation du Cd dans les reins est donc limitée. Il faut noter qu'avec seulement quatre
échantillons de reins, les analyses statistiques sont moins robustes que celles sur les autres

organes.

Dans le foie des puffins Yelkouan, l'As (7,58 £1,85), le Hg (4,91 #2,45) et le Mn (8,77 #1,50) ont les
concentrations les plus élevées par rapport aux autres tissus. Pour les puffins des Baléares étudies
par (Costa et al., 2016) au Portugal, les concentrations dans le foie de l'As (1,32 +1,41), le Hg (1,00
+0,53) et le Mn (4,24 £1,00) étaient inférieures a celles des puffins Yelkouan de notre étude. Une
correlation entre le Zn et le Co est observee dans le foie de ces derniers.

Les comparaisons des difféerents types de tissus internes entre les puffins Yelkouan, étudiés dans
ce rapport et les puffins des Baléares étudies par Costa et al., (2016) montrent une contamination
plus importante chez les puffins Yelkouan. Comme évoque préecedemment, l'age des individus, le
sexe et l'ecologie trophique sont des parameétres essentiels a prendre en compte dans l'étude de
ces modeles biologiques pour comprendre leurs niveaux de contamination, les différences

spatiales et interspecifiques.

2. Etude de l'écologie alimentaire en lien avec la contamination

L'écologie trophique incluant a la fois le regime alimentaire et la zone d'alimentation des oiseaux
marins fait partie des variables environnementales qui peuvent fortement influencer l'exposition

aux ETMs (Honda et al., 1990 ; Burger & Gochfeld 2000).

Puffins de Scopoli

Les concentrations en ETMs chez les puffins de Scopoli peuvent s'expliquer par l'écologie tro-
phique. En effet, les modéles ont révélé que les concentrations en Hg et en Se dans le sang des
poussins peuvent s'expliquer par la position trophique des oiseaux et la colonie étudiée. Les iso-
topes du carbone suggerent que certains individus des colonies de Lavezzi et Giraglia s'alimentent
sur les mémes zones de péche. Il est donc possible d'observer des variabilités entre les poussins
des colonies proches de Marseille et celles de Corse. Les modéles permettent également d'ap-

puyer nos reésultats précedents. Les charges en Se et Hg sont plus importantes chez les puffins des
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colonies de Giraglia et Lavezzi. Le schéma entre les concentrations de Hg et de Se dans le sang
des poussins peut étre le résultat d'une co-exposition alimentaire de ces deux ETMs. On a donc

une influence assez prononcee de la variable “site de reproduction” sur nos modeles.

L'As est le seul ETM de 'étude qui dépend exclusivement du site de reproduction (colonie). Ce
résultat peut appuyer l'hypothese d'une contamination proche d'une des colonies. Au vu des resul-
tats précedents, la colonie de Giraglia est significativement plus contaminee que les autres colo-
nies. Il peut étre judicieux d'étudier les sources potentielles d'As dans la zone d'alimentation des
puffins de la colonie de Giraglia et aux abords de la colonie. Les concentrations en Cu, Fe, Mn et Zn
peuvent s'expliquer a la fois par la zone d'alimentation et par le site étudie. Plusieurs hypotheses
peuvent étre avancees pour expliquer ce resultat. Une biodisponibilite élevee d'oligo-eléements es-
sentiels dans les eaux cétieres peut influencer lensemble du réseau trophique. Comme dit prece-
demment, les concentrations en Cu et Zn dans les eaux de surface sont influencées par le bassin
versant du Rhéne. Un enrichissement des eaux de surface par les éléments essentiels est observe
dans le Golfe du Lion (Battuello et al., 2016). Une étude menée en 2018 sur lile de Linosa suggere
que les puffins de Scopoli adultes s'alimentent a une distance linéaire maximale de 75 44 km par
rapport aux colonies (Cianchetti-Benedetti et al., 2018). Ce résultat renforce l'hypothese selon la-
quelle nos donneées refletent l'exposition locale. Sachant que nous étudions des élements essen-
tiels au bon développement des poussins, on peut se demander si les parents peuvent influencer
leurs captures de proies en fonction des valeurs énergétiques et des teneurs en oligo-éléments de
ces derniéeres. Une autre étude menée a Linosa, sur des poussins de puffins de Scopoli a montré
des differences de concentration en ETMs dans |'huile stomacale prélevee au jour 20 et au jour 70
depuis l'éclosion (Cumbo et al,, 2022). Ces resultats suggerent que les puffins de Scopoli adoptent
une stratégie ciblée pour l'alimentation de leurs poussins, probablement en rapport avec les diffé-
rents besoins nutritionnels du jeune au cours du développement. Les parents peuvent percevoir
'état nutritionnel de leurs poussins et ajuster leur taux d'approvisionnement en consequence (Ot-

tosson et al., 1997).

Les niches isotopiques des poussins de Scopoli montrent deux entités distinctes : les iles proches
de Marseille (Riou et Frioul) et les iles de la Corse (Giraglia et lavezzi). Cela indique une différencia-
tion dans les sites d'alimentation et dans la position trophique. Notre gamme de valeurs isotopiques
restant tout de méme restreinte, on ne peut affirmer que 'écologie alimentaire de ces entités sont
différentes. De plus, des niveaux de base différents peuvent étre observés entre des fronts océa-
nigues (Cherel & Hobson, 2007). En Méditerranée, le front océanique nord des Baléares sépare les
masses d'eau du bassin algérien des eaux froides et plus salées de la zone Liguro-Provencale (Bar-
ral et al, 2021). Dépendant des courants océaniques et de la distribution des ressources, on peut
potentiellement avoir des niveaux de base différents a une échelle trés locale. Il peut étre judicieux
de réaliser des mesures isotopiques sur l'ensemble des niveaux trophiques des deux groupements

d'iles pour voir si cette hypothese peut étre confirmee ou réfutee.
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Puffins des Baleares et puffins Yelkouan

La contamination aux ETMs n'est pas expliquée par l'écologie trophique chez les puffins des Ba-
leares et les puffins Yelkouan. On peut s'interroger sur limportance du stade de vie lors de l'échan-

tillonnage pour pouvoir analyser le lien entre la contamination chimique et l'alimentation.

L'analyse des proxys de l'alimentation montre une variabilité des niches isotopiques chez les trois
especes etudiées (Figure 5.a.). Ce résultat semble logique car les puffins ne vont pas s'alimenter sur
les mémes zones et les mémes ressources. Pour autant, l'étude bibliographique a permis de mon-
trer des comportements alimentaires différents au sein d'une espéce. En Atlantique, il a été montre
que les puffins des Baleares s'alimentent a la fois de poissons pélagiques (anchois, sardines) et
aussi de rejets de péche (poissons demersaux) (Le Mao & Yésou, 1993; Meier, 2016; Navarro et al.,
2009). Cependant, il est probable qu'une partie importante du régime alimentaire est constituée de
proies occupant une place inférieure dans le réseau trophique, comme le macro-zooplancton (Lou-

zao et al., 2014).

Les puffins Yelkouan victimes d'une capture accidentelle ont une niche isotopique plus axee sur
des ressources pélagiques (valeurs de §3C plus faibles) par rapport aux poussins de Scopoli.
Comme dit précédemment, les parents des poussins de Scopoli vont s'alimenter sur des res-
sources proches des colonies afin de maximiser la survie du jeune. Cette explication peut étre sou-
tenue par nos résultats. Malgre le fait que les puffins Yelkouan se sont rapprochés des cotes durant
la période d'étude, 'hypothese d'un rapprochement dans le but d'une recherche de nourriture ne
semble pas étre appuyee par nos reésultats isotopiques. Les gestionnaires de la réserve de Ca-
margue ont cependant observe en 2020 une concentration inhabituelle de puffins Yelkouan sur la
cote corrélée a la présence de mammiferes marins venant s'alimenter sur des bancs de poissons
bleus (sardine et anchois). Cette concentration de proies et l'arrivée de bateaux de péche dans la

méme zone est potentiellement la cause de la capture accidentelle des oiseaux.

L'amplitude des valeurs isotopiques §3C mesuree est assez restreinte par rapport a celle du §*N
qui s'étale de 8 a 16 %o (Figure 5.a.). On observe deux groupes distincts, d'une part 'écologie ali-
mentaire des puffins en Méditerranée et d'autre part l'écologie alimentaire des puffins en Atlan-
tique. Les deux ecosystemes ont éteé choisis pour leurs différences en termes de statut trophique :
mesotrophie (Atlantique) et oligotrophie (Méditerranée) (Liénart et al., 2017). On ne peut faire de
comparaison entre les puffins des Baleares et les puffins Yelkouan car la différence entre espéce
peut étre un biais dans cette comparaison. Cependant, étudier une espéce commune en Méditer-
ranée et en Atlantique qui est une proie potentielle des puffins comme la sardine Européenne (Sar-
dina pilchardus) es possible. Celle-ci présente une position trophique et une valeur en 63C plus
élevées en Atlantique (6BC : -18,29 +1,05 ; 8N : 11,99 +1,29) qu'en Meéditerranée (63C . -19,77 0,31 ;
8N : 7,08 £0,3) (Cresson et al,, 2019). Chia-Ting Chen et al. (2022) ont montreé des résultats amenant
a une conclusion similaire avec des valeurs en Atlantique de §3C: -17,8 t0,3; 6N : 10,9 0,5 ; et en

Méditerranee, §3C : -20,0 +0,3; 6N : 8,3 +0 4.
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On a pu voir dans la partie précédente que les concentrations de métaux sont généralement plus
elevees chez les individus en Méditerranée que chez ceux en Atlantique. De plus, on remargue ici
que les valeurs des isotopes stables du C et du N sont plus faibles en Méditerranée. Certaines
etudes ont mis en évidence l'effet predominant de l'oligotrophie pouvant entrainer des niveaux de
contamination plus €leves en Hg, des abondances isotopiques faibles et une taille des organismes
réduite en Méditerranée. En effet, il y a un effet de "bio-dilution" plus faible des contaminants a
travers le réseau trophique (Chouvelon et al., 2018; Cossa et al., 2012; Harmelin-Vivien et al., 2009).
Les puffins en Méditerranée sont donc potentiellement plus exposés aux ETMs que les puffins en

Atlantique.

En outre, on peut donc se demander si en plus d'une dispersion spatiale importante durant la re-
production, d'une phénologie migratoire et d'un changement des ressources prédatées ; s'ajoutent
a cela des niveaux de base différents entre les écosystémes marins. Les niveaux de base des iso-
topes varient spatialement, selon les regions et les écosystemes éetudies (McMahon et al,, 2013 ;
Graham et al., 2010). Une comparaison directe des valeurs du §3C et du §*N entre des zones éloi-
gnées ne peut étre faite. Cresson et al. (2020), ont calculé des niveaux de base assez difféerents
entre le Golfe du Lion et l'Atlantique. Les niveaux de base peuvent donc influencer les niches iso-

topiques et possiblement l'exposition aux contaminants via l'alimentation.

Chez les puffins des Baléares, la variabilitée des niches isotopiques dans les différents tissus reflete
une variation temporelle liee a la migration (Figure 8.). En effet, les plumes de couvertures sont
synthétisees au début de la péeriode de nidification en Méditerranée. La remige primaire N6 est
synthétisée durant la période post-nuptiale, lorsque les individus retournent s'alimenter en Atlan-
tique. On observe donc des niches isotopiques différentes s'expliquant par des niveaux de base
variables, comme dit précédemment et une exploitation des ressources pouvant étre modulées en
fonction des proies disponibles. Le régime alimentaire des puffins des Baléares en Méditerranee
varie au cours de la saison de reproduction et selon le sexe des individus. Les adultes (principale-
ment les femelles) se nourrissent plus de proies démersales, issues des rejets de péche (PNA, 2021).
Une étude d'Arcos estimait que 40% du besoin énergétique des adultes reproducteurs en période
de nidification était apporte par des proies démersales rendues disponibles par les rejets de péche
au chalut. 38% des proies provenaient de cette source, 33% des proies étaient capturées sous des
objets dérivants, 10% étaient constitués de poissons captures grace a la présence de prédateurs de
sub-surface (dauphins), 10 % étaient directement péchés sur des bancs de poissons et 10 % étaient
constitues de plancton (Arcos 2000,2002). Une étude a confirmé que le macro-zooplancton fait
partie du régime alimentaire pendant la période de reproduction (Louzao et al,, 2014). Les proies
potentielles sont donc multiples et a des niveaux trophiques variables. Cette variabilité des res-
sources alimentaires entraine une modification de la niche isotopique au cours de l'année et peut

donc étre reveélée par l'étude de plusieurs tissus (Figure 8.).
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L'étude des isotopes stables pour expliquer les niveaux de contamination en ETMs chez les adultes
est donc complexe. Les puffins des Baleares, évoluant entre la Méditerranée et ['Atlantique se re-
trouvent dans des écosystemes complexes et contrastés. Il semble judicieux d'effectuer d'autres
analyses telles qu'un suivi telemeétrique en plus des isotopes stables pour comprendre a quel mo-

ment et a quels endroits a lieu la contamination des puffins aux ETMs,

3. Risques associés aux ETMs

A travers ce rapport, nous avons étudié trois especes de puffins exploitant les eaux territoriales
francaises. De fait de leur persistance et de leur capacité a se bioaccumuler dans les tissus des
organismes, les ETMs peuvent présenter un risque toxicologique pour les oiseaux marins. Comme
décrit préecedemment, les concentrations sanguines mesurées dans les puffins des 3 especes sont

pour les éléments essentiels classés comme sans risque toxicologique.

Les ETMs essentiels tels que l'As, le Cu, le Fe, le Mn et le Zn ont des concentrations faibles qui
restent dans les gammes standard chez les oiseaux marins. Cependant, notre étude ne s'est pas
intéressée aux différentes formes des composes chimiques. L'As inorganique est consideré comme
hautement toxique par rapport aux composeés organiques de cet élément. Il peut agir comme per-
turbateur endocrinien, perturber la reproduction et déclencher des effets sublétaux (Eisler 1988 ;
Kunito et al. 2008). Les puffins etudies ont des concentrations en As comprises en 0,34 et 5 ug g*
poids sec dans le sang. Les concentrations en As dans les organismes vivants sont généralement
faibles, environ 5 pg g* poids sec (Eisler, 1988). Les valeurs de référence pour U'As dans le sang des
oiseaux provenant d'une zone non contaminée équivalent a 0.4 ug g poids sec (Burger & Gochfeld,
1997b ; Anderson et al, 2010). On remarque que les trois especes de puffins sont en dessous du
seuil de 5 ug g™* poids sec mais présentent des niveaux de contamination supérieur a 0,4 ug g* de
poids sec. Méme si l'As est principalement accumulé sous sa forme organique (Neff, 1997), de hom-
breux arsenicaux organiques peuvent subir des biotransformations et les organismes peuvent étre
affectés par des intermeédiaires toxiques (Morrissey et al.,, 2007). On peut en conclure que les con-
centrations en As ne présentent pas de risque pour les puffins étudiés. Cependant, analyser les
concentrations en As inorganique est une potentielle voie d'étude pour comprendre les effets su-

blétaux sur ces procellariiformes.

On sait encore peu de choses sur l'exposition des oiseaux marins aux oligo-eléments tels que le
Cu, Fe, Mn ou bien le Zn (Anderson et al., 2010 ; Borga et al.,, 2006; Fromant et al.,, 2016). Ces derniers
ont la capacité d'interagir avec d'autres contaminants métalliques pour l'absorption, le stockage et
influencer les effets toxiques (Waugh et al, 2012). Les effets cumulatifs et synergiques des élé-
ments essentiels pourraient étre préjudiciables ou favorables pour les oiseaux marins (Braune et

al., 20006).
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Cadmium

Chez les puffins des Baléares et les puffins de Scopoli, les concentrations en Cd dans le sang ne
sont pas détectées. Cet ETM ne présente donc aucun risque pour les individus au vu des analyses
sanguines. Realiser des analyses sur des organes internes chez ces deux especes semble donc
intéressant comme axe de recherche. De plus, l'age est l'un des principaux facteurs expliquant l'ac-
cumulation du Cd, comme cela a été observée dans les organes de stockage chez les oiseaux
aquatiques (Gomez et al,, 2004). Il semble logique que le Cd ne soit pas déetecte chez les poussins
de Scopoli. Avec une exposition continue, le Cd s'accumule tout au long de la vie des oiseaux (Dai-
ley et al, 2008). Chez les puffins Yelkouan, le tissu rénal présente des concentrations plus élevees
par rapport aux autres tissus (Tableau 1). Les reins representent le principal organe de stockage et
d'accumulation de cet elément non-essentiel. Des résultats similaires sont retrouves dans de nom-
breuses etudes (Lock et al., 1992 ; Barjaktarovic et al,, 2002 ; Lucia et al., 2012). La toxicite de ce metal
a déja été démontrée chez les vertébrés et les oiseaux en particulier (Hughes et al., 2000). Des
concentrations de 4,7 0,7 ug g* dans le foie d'oiseaux contaminés expérimentalement pourraient
déclencher l'apparition d'effets sublétaux (Lucia et al,, 2009). Les puffins Yelkouan présentent des
concentrations dans le foie avoisinant les 0,58 +0,11 ug g Scheuhammer en 1987 a suggére que la
toxicite aigué du Cd se traduisait par des niveaux de Cd plus €leves dans le foie que dans les reins.

Ces résultats soulignent l'absence d'une contamination aigué des puffins Yelkouan de notre etude.

On peut donc considérer que les puffins Yelkouan ne sont pas impactes par le Cd au vu de leurs
faibles concentrations dans les organes de stockage, mais qu'ils sont cependant sujet a une expo-

sition de fond.

Plomb

Les puffins de Scopoli sont les seuls Procellariiformes de l'étude a avoir des concentrations en Pb
detectées dans le sang. On peut se demander si certaines espéces sont plus exposées que d'autres
a la contamination au Pb en raison de différences en termes d'écologie trophique et de distribution
spatiales. Summers et al. (2014) ont observe des variations des niveaux de contamination en Pb dans
le sang chez diverses familles et espéces d'oiseaux marins etudiés sur lile Marion, en Afrique du
Sud. L'espéce étudiée était un facteur significatif des concentrations en Pb. Sachant que le Pb n'a
pas ete détecte dans les tissus des puffins adultes, une comparaison interspecifique ne peut étre
réalisee avec nos données. Travailler sur d'autres espéces d'oiseaux nichant a proximité des colo-
nies de puffins pourrait étre intéressant pour évaluer les niveaux de contamination de plusieurs
especes ayant des écologies trophiques contrastees. Aucune difference significative entre colo-
nies n'est visible chez les puffins de Scopoli. Les concentrations en Pb des individus echantillonnés
ne dépassent pas les 0,05 pg g*de poids sec, a l'exception d'un individu provenant de la colonie
de Giraglia qui atteint les 0,23 pg g*de poids sec. Les valeurs en Pb mesurées dans le sang se

situent a des niveaux considérés comme une exposition de fond (< 0,20 ug g™ (Franson & Pain,
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2011). Le seul échantillon eleve se trouve dans la gamme des effets subcliniques (0,20 et 0,50 pg g-
) (Franson & Pain, 2011). Ce poussin a pu recevoir des proies capturees par ses parents fortement
contaminées en Pb. Comme toutes les autres valeurs de Pb dans le sang se situent dans la plage
d'exposition de fond acceptable, nous pouvons conclure que l'empoisonnement au Pb n'est pas

une menace importante pour les trois especes de procellariiformes de 'étude.

Mercure et selenium

Parmi les ETMs dont les concentrations sont elevees, le Hg est l'un des plus préoccupants. S'expli-
quant par son comportement bioamplifiable dans les réseaux trophiques et bioaccumulables tout
au long de la vie des individus, le Hg peut étre fortement toxique lorsqu'il est sous sa forme orga-
nigue, le meéthylmercure (MeHgQ). Les niveaux en Hg analysés chez les puffins représentent la con-
centration totale en Hg dans le sang ou les plumes. Les seuils créés par Ackerman et al,, en 2016
puis repris et précisés par Chastel et al, en 2022 ont permis de déterminer des risques potentiels
lies aux concentrations en Hg total dans le sang et les plumes chez les oiseaux marins. Les risques
encourus par les individus sont des dysfonctionnements physiologiques et des modifications com-

portementales, qui par conséquent peuvent influencer la survie des individus.

L'analyse du sang a permis de montrer que l'ensemble des colonies de puffins de Scopoli ne pre-
sente aucun risque, a l'exception du site de Giraglia. Un total de 8 poussins, soit 62% de l'échantillon
réaliseé ; présente des concentrations supérieures au seuil de non risque (< 1 ug g™, les classant
dans la catégorie : “risque faible’ (Ackerman et al., 2016). Les puffins adultes sont classes egalement
dans cette categorie (Figure 7.a.). Les concentrations en Hg dans le sang reflétent une période d'ex-
position avoisinant les quelques semaines. Le Hg s'accumule tout au long de la vie des individus

dans des organes de stockage, principalement dans le foie mais aussi dans les reins.

Les concentrations en Hg dans les tissus internes chez les puffins Yelkouan augmentent en fonc-
tion de l'organe étudié : muscle < rein < sang < plumes < foie (voir Tableau 1). Le niveau de Hg dans
les plumes de couvertures est supérieur a certains organes tels que le muscle et le rein. Les con-
centrations en Hg dans les plumes peuvent atteindre jusqu'a 70 % de la charge corporelle totale de
Hg chez certaines espéces en raison de l'excrétion massive du Hg stockee lors du renouvellement
du plumage (Braune & Gaskin, 1987). En effet, la mue est l'une des voies principales de l'excrétion
du Hg chez les oiseaux marins. On s'attend donc a des charges plus importantes en Hg dans les

plumes que dans le sang.

Les plumes de couvertures des puffins sont plus chargées en Hg que le sang. Les puffins de Scopoli
présentent des niveaux en Hg supérieurs a la limite du seuil de “non risque”. Sur la colonie de Gira-
glia, sept poussins présentent des concentrations éleveées de Hg, les classant dans la catégorie des
risques modeérés. On peut s'interroger sur les niveaux de contamination des puffins de Scopoli
adultes qui devraient étre plus élevés que les poussins. Des prélevements sur ces individus sem-
blent donc pertinents pour étudier plusieurs stades de vie de la méme espéce. Chez les puffins des
Baleéares, certains individus ont atteint des concentrations élevees de Hg, dépassant 9,14 pg g™
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poids sec dans les plumes, ce qui est supérieur au seuil de risque éleveé pour les oiseaux. Le Hg
s'accumule principalement sous forme de MeHg dans les plumes (Thompson & Furness, 1989). Ce
compose organique représente en moyenne 67 a 81 % du Hg total dans les plumes de goélands
argentés de 'Arctique canadien (Mallory et al., 2015). Il peut donc étre intéressant d'étudier les con-
centrations en MeHg dans les plumes et dans le sang pour évaluer les différents niveaux de con-
tamination en Hg organique et inorganique chez les oiseaux. Chez le puffin des Baléares, la rémige
primaire N°6 (P6) présente des concentrations de Hg supeérieures a celles des plumes de couver-
ture (Figure 9.). Une comparaison directe entre les plumes et le sang est impossible car les élé-
ments ne se bioaccumulent pas de la méme fagon dans les tissus. Au total, huit individus, soit 27 %
des puffins présentent des niveaux de contamination éleveés (9,14 - 10,99 pg g™ dans la P6. De plus,
11 individus (37 %) sont au-dessus du seuil de 10,99 pg g les placant dans la catégorie “risque
severe".

Dans l'ensemble, ces résultats suggerent que les concentrations de Hg de certains individus peu-
vent étre suffisamment élevées pour déeclencher des effets subletaux et/ou des troubles de la
reproduction des oiseaux. Par conséquent, la contamination au Hg peut potentiellement contribuer
au declin des populations de puffins. D'autres etudes menées en France métropolitaine, notam-
ment dans le cadre de la DCSMM (Poiriez et al., 2020) et le projet ROMPOM (Projet ROMPOM, 2019)
etudient la contamination des puffins en Mediterranée. Des prélévements sur le duvet de puffin de
Scopoli a permis de connaitre les concentrations en Hg sur plusieurs sites : Riou et Frioul, en France
(4,31+1,06 ug g™ ; laréserve marine des Habibas, en Algérie (3,04 +1,71 ug g™ et dans le parc national
de Zembra Zembretta, en Tunisie (4,59 1,22 ug g?). L'ensemble des efforts d'échantillonnage per-
met d'avoir des résultats a 'échelle du bassin méditerranéen et permet d'enrichir les connaissances

sur la contamination des puffins.

Neéanmoins, la toxicite du Hg peut étre reduite par la présence du Se dans l'organisme. Les proprié-
tés chimiques de ces deux éléments jouent un réle clé dans l'atténuation de leur toxicite respective
en cas d'exposition élevee (Khan et Wang 2009). Les deux ETMs peuvent former un complexe de
seéléniure mercurique (HgSe). Ce composeée chimique est non toxique et bien connu chez les mam-
miféres et oiseaux marins (Koeman et al, 1973 ; Nigro & Leonzio, 1996 ; lkemoto et al,
2004). Quelques études ont quantifié la co-exposition au Hg-Se et l'interaction existante entre ces
deux éléments chez les oiseaux marins (Carvalho et al., 2013 ; Cipro et al., 2014 ; Gonzalez-Solis et
al, 2002). Dans notre étude, les puffins des Baléares et les puffins Yelkouan présentent des con-
centrations en Hg et Se non corrélées dans le sang. Des résultats non-significatifs pour les deux
espéces sont obtenues (Baléares, n=30, p = 0,78 ; Yelkouan, n=8, p = 0,72). Cependant, on observe
une corréelation significative dans le sang (n= 51, p = 0,001) chez les puffins de Scopoli (Figure 9.). Le

stade de vie semble étre une variable majeure dans l'étude de ces composés bioaccumulables.

Le Se est essentiel au métabolisme des organismes mais il peut étre également toxique en fonction
du composeé chimique ingere par les individus (Stewart et al, 1999). Les effets du Se sur les orga-
nismes sont nombreux : des troubles de la reproduction avec tératogenése, la réduction de la crois-
sance, des lésions histopathologiques, des altérations du glutathion hépatique et la mort directe
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(Hoffman, 2002). Skorupa et al. en 1996 ont suggere un seuil d'effet de 30 ug g™ poids sec dans le
foie des oiseaux. De plus, des concentrations en Se dans le foie supérieures a 10 ug g™ poids sec
sont associees a un succes reproducteur plus faible chez les femelles reproductrices et une réeduc-
tion de la prise de masse chez les adultes (Outridge et al., 1999). Dans la presente etude, 100% des
puffins Yelkouan dépassent le seuil des 10 pg g™* poids sec et 57,14 % dépassent le seuil des 30 ug

g™ poids sec dans le foie.

L'étude des colonies de puffins de Scopoli permet d'observer une diminution des concentrations
en Se chez les poussins de la colonie de Giraglia alors que les individus présentent des concentra-
tions élevées en Hg. Globalement, on observe une régression linéaire croissante permettant de voir
une co-exposition des poussins au Se et Hg dans le bassin méditerranéen (pour l'ensemble des
colonies). Les rapports molaires Se:Hg calcules sont toujours supeérieurs a 1 dans le sang des puffins.
ILy a donc un surplus substantiel de Se par rapport au Hg. Dans l'ensemble, on peut conclure que
les puffins de l'étude sont probablement protégés contre la toxicité du Hg, a l'exception des indivi-
dus fortement contaminés, notamment sur la colonie de Giraglia. Au vu des concentrations en Se
dans le foie des puffins Yelkouan, ces résultats soulévent des questions quant a la toxicite du Se

pour ces especes.

Conclusion:

L'étude menée est la premiére a réaliser une comparaison des niveaux de contamination chez
plusieurs especes de puffins en France meétropolitaine en étudiant la fagcade Atlantique et
mediterranéenne. Ces données vont permettre d'appuyer le Plan National d'Actions en faveur du
puffin des Baléares sur le volet des risques lies a la contamination chimique. De plus, l'étude de la
variabilité spatiale a permis d'obtenir de nombreux renseignements sur d'autres especes de
procellariformes peuplant la mer Méditerranée. L'étude de l'écologie alimentaire ne suffit pas pour
expliquer la contamination aux eléments traces métalliques chez les puffins adultes. La réalisation
d'un suivi télémeétrique est donc une perspective d'avenir pour affiner nos résultats et pouvoir
consolider les mesures prises en faveur de la conservation de l'oiseau marin le plus menacé

d'Europe, le puffin des Baléares.
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Annexes :

Annexe 1. Synthése des activités réalisés durant le stage au LIENSs.

Bibliographie

Laboratoire

Analyses

Rédaction

Janvier

Fevrier

Mars

Avril

Mai

Juin

Annexe 2. Concentration en ETMs dans le sang sur les deux axes sélectionnés a partir de l'analyse
en composantes principales chez les puffins des Baléares adultes échantillonnés dans le Mor Braz.

Axes As Cu Fe Hg Mn Se Zn
Axe 1 44,99 -11,18 3547 23.41 -48,00 52,48 -10,47
Axe 2 -0,03 -6157 -28,69 -13.39 -4.54 -3.34 -50.41

Annexe 3. Concentration en ETMs dans le sang sur les deux axes sélectionnés a partir de l'analyse
en composantes principales chez les puffins de Scopoli poussins échantillonnés en Méditerranée.

Axes As Cu Fe Hg Mn Pb Se Zn
Axe 1 9.96 -38,58 39.70 9.96 63.65 -3.54 5,67 -73.49
Axe 2 -58.64 -14.99 7.48 -58.64 0.74 -39.49 -41.33 -2,20

Annexe 4. Résultats des tests post-hoc de comparaisons multiples (Tukey HSD) pour la
comparaison des concentrations en ETMs entre les différentes especes.

Eléments Espéce 1 Espéece 2 p-value
As
Baléares Scopoli 0.0000000341
Baleares Yelkouan 0.000041
Scopoli Yelkouan 0.00000000026
Cu
Baléares Scopoli 0.00000000336
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Baleares Yelkouan 0.0318

Scopoli Yelkouan 0.00000000366
Fe

Baléares Scopoli 185e-2

Baleares Yelkouan 2.59e-10

Scopoli Yelkouan 2.59e-10
Hg

Baléares Scopoli 13e-8

Baleares Yelkouan 5.15€-10

Scopoli Yelkouan 2.50e-10
Mn

Baléares Scopoli 6.58e-1

Baleares Yelkouan 259e-10

Scopoli Yelkouan 2.50e-10
Se

Baléares Scopoli 7.04e-10

Baleares Yelkouan 947e-1

Scopoli Yelkouan 297e- 4
Zn

Baléares Scopoli 7.04e-10

Baleares Yelkouan 947e-1

Scopoli Yelkouan 2.97e- 4

Annexe 5. Résultats des tests post-hoc de comparaisons multiples (Tukey HSD) pour la
comparaison des concentrations en ETMs entre les colonies chez les puffins de Scopoli poussins.

Eléments Colonie 1 Colonie 2 p-value
As
Giraglia Lavezzi 0,0280054
Frioul Lavezzi 0.0763335
Riou Lavezzi 01759474
Frioul Giraglia 0.0000183
Riou Giraglia 0.0002818
Riou Frioul 0.9999998
Cu
Giraglia Lavezzi 0.6718334
Frioul Lavezzi 0.6423048
Riou Lavezzi 0.7606297
Frioul Giraglia 0.1200428
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Riou Giraglia 1.0000000
Riou Frioul 0.2155614

Fe
Giraglia Lavezzi 0.4596409
Frioul Lavezzi 0.4502407
Riou Lavezzi 0.9384324
Frioul Giraglia 0.9999794
Riou Giraglia 0.9032111
Riou Frioul 0.9088299

Hg
Giraglia Lavezzi 0.0000008
Frioul Lavezzi 0.8682581
Riou Lavezzi 0.8037555
Frioul Giraglia 0.0000001
Riou Giraglia 0.0000011
Riou Frioul 0.9936714

Mn
Giraglia Lavezzi 09616885
Frioul Lavezzi 0.6741412
Riou Lavezzi 07680667
Frioul Giraglia 0.9313864
Riou Giraglia 0.5341965
Riou Frioul 02381357

Pb
Giraglia Lavezzi 0.6462735
Frioul Lavezzi 0.9946725
Riou Lavezzi 0.9806238
Frioul Giraglia 0.4989460
Riou Giraglia 05283984
Riou Frioul 0.9979773

Se
Giraglia Lavezzi 08210569
Frioul Lavezzi 0.000000036
Riou Lavezzi 0.0000000131
Frioul Giraglia 0.0000000131
Riou Giraglia 0.00000000201
Riou Frioul 04653910

Zn
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Giraglia Lavezzi 0.9960012
Frioul Lavezzi 0.7350082
Riou Lavezzi 0.0861574
Frioul Giraglia 0.6221107
Riou Giraglia 0.1454736
Riou Frioul 0.0101925

Annexe 6. Résultats du test de Kruskal-Wallis et des tests de Wilcoxon pour la comparaison des
concentrations en ETMs entre les différents types de tissus chez les puffins Yelkouan, Puffinus

yelkouan.

Eléments Tissu1 Tissu 2 p-value

As
Muscle Foie 0,016
Muscle Rein 0,159
Muscle Sang 0,201
Foie Rein 0,648
Foie Sang 0,012
Rein Sang 0,012

Cd
Muscle Foie 0,00093
Muscle Rein 0,00559
Muscle Sang 0,06
Foie Rein 0,00727
Foie Sang 0,00093
Rein Sang 0,00606

Co
Muscle Foie 1,0000
Muscle Rein 0,0001
Muscle Sang 0,0001
Foie Rein 0,0001
Foie Sang 0,0168
Rein Sang 0,0001

Cu
Muscle Foie 0,46976
Muscle Rein 0,00727
Muscle Sang 0,00049
Foie Rein 0,00727
Foie Sang 0,00093
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Rein Sang 0,00727
Fe
Muscle Foie 0,00052
Muscle Rein 0,00420
Muscle Sang 0,00049
Foie Rein 0,07273
Foie Sang 0,00062
Rein Sang 0,00485
Hg
Muscle Foie 0,031
Muscle Rein 0,276
Muscle Sang 0,082
Foie Rein 0,276
Foie Sang 0,188
Rein Sang 0,570
Mn
Muscle Foie 0,00003
Muscle Rein 0,00559
Muscle Sang 0,013333
Foie Rein 0,23030
Foie Sang 0,00093
Rein Sang 0,00606
Se
Muscle Foie 0,00093
Muscle Rein 0,00559
Muscle Sang 0,013333
Foie Rein 0,23030
Foie Sang 0,00093
Rein Sang 0,00606
Zn
Muscle Foie 0,00093
Muscle Rein 0,00420
Muscle Sang 0,00420
Foie Rein 0,04242
Foie Sang 0,00093
Rein Sang 0,00485
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1. Nettoyage des plumes

Materiels :

Flumes collectées en amont (echantilons: ventrales, dorsales, Frimaire &)
Bachears an varre pour doser la préparation
Fince et ciseau métalliques pour manipuler
Minuteur
Bac a ultrasons
Eau distille
Chloroforme
Methanol
Erveloppe an aluminium
Gants de protection
Lunette de protection
Blouse

Préparation :

Decouper Le bulbe de la plume (changement de couleur a lextrémité)l et retirer le duvet avec une
pince et un ciseau propras.

Préparer des erveloppes en aluminium avec le numeénro de lachantillon pour avoir une tracakilite,

Realizer une solution avec du Chloroforme et du Méthanol en quantite suivante - 21 Agiter la
solution pour avoir un solvant homogéane.

Protocole:

L'ensemble des manipulations s'effectuent sous une hotle de laborataire.
Reatirer les plumes (ventrales, dorsales, PE et Les placer dans un bécher aves 150mL de la
solution préparée en amont. Consarver les bulbes dans le sachet plastique.
Flacer ce bacher dans le bac a ultrasons durant 3 minutes.
Retirer Le bécher puis faire sécher les plumes
Flacer l'ensemble des plumes dans un second bécher avec du methanol pur et malanger
durant guelgues secondes.
Retirer Les plurmes du becher et laisser sécher.
Renouwveler les 2 demigres étapes
Flacer les plumes nettoyées dans une enveloppe en aluminium annot@e du numars de
lachantillon,

Flacer lensemble des échantillons dans une étuve a 45 C pendant 48H.
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Résumé:

Le puffin des Baleéares (Puffinus mauretanicus) est l'oiseau marin le plus menace d'Europe. Il est
impacte par de nombreuses causes anthropiques et fait l'objet d'un plan national d'actions de 2021
a 2025, La France peut accueillir jusqu'a 50% de l'effectif mondial en période post-reproduction sur
la facade Atlantique. Il est donc essentiel de comprendre les risques encourus par cette espéece
dont l'exposition aux contaminants tels que les elements traces métalliques (ETMs). Le puffin
Yelkouan (Puffinus yelkouan) et le puffin de Scopoli (Calonectris diomedea) sont proches
phylogenetiquement et genotypiquement du puffin des Baléares. Des comparaisons peuvent étre
réalisees lorsqu'on étudie le sang. Des concentrations plus élevees en ETMs sont retrouvees dans
le sang des puffins Yelkouan qui résident exclusivement en Méditerranee par rapport aux puffins
des Baléares, échantillonnés en Atlantique. Ces difféerences de contamination peuvent s'expliquer
par des niveaux d'exposition différents, une anthropisation importante sur les cotes
mediterranéennes, moins de dilution des ETMs dans les masses d'eau, une activité volcanique plus
intense et les poussiéres relarguées dans l'atmosphére provenant du Sahara. Les concentrations
en ETMs chez les puffins de Scopoli poussins peuvent s'expliquer par l'écologie alimentaire via
l'analyse des isotopes stables (6:3C) et (6*°N). Le site de reproduction joue €galement un role dans
les concentrations en ETMs. Les poussins de la colonie de Giraglia présentent les concentrations
de Hg les plus elevees dans le sang. L'étude des isotopes pour comprendre les niveaux de
contamination des puffins des Baleares et des puffins Yelkouan ne suffit pas. Les adultes se
déplacent sur de grandes distances, dans des écosystémes complexes et contrastés. Les niveaux
de bases peuvent notamment varier entre la Méditerranee et l'Atlantique. L'analyse des organes
internes (sang, muscle, rein, foie) des puffins Yelkouan permet d'appuyer des corrélations entre
ETMs. La contamination des oiseaux aux eléements essentiels semble faible mais les effets
cumulatifs et synergiques de ces derniers pourraient étre préjudiciables pour ces especes.
L'exposition au Hg varie en fonction du type de tissu étudie (sang, plume de couverture, rémige
primaire) chez les puffins des Baléares reflétant des niveaux d'exposition et des degrés de
contamination difféerents durant l'année.

Mots clés : Puffins, éléments traces métalliques, ecologie trophique, site d'alimentation, isotopes,
seuils de toxicité

Abstract:

The Balearic shearwater (Puffinus mauretanicus) is the most endangered seabird species. Impacted
by anthropic activities and this specie is the subject of a national action plan from 2021 to 2025,
France can host up to 50% of the world's post-reproduction population on its Atlantic coast. It is
therefore essential to understand the risks faced by this species, including exposure to
contaminants such as trace metal elements (TMEs). The Yelkouan shearwater (Puffinus yelkouan)
and the Scopoli shearwater (Calonectris diomedea) are phylogenetically and genotypically close to
the Balearic shearwater. Comparisons can be realized when blood is studied. High concentrations
of TMEs are found in the blood of Yelkouan shearwaters, which reside exclusively in the
Mediterranean, compared to Balearic shearwaters. They were sampled in the Atlantic. These
differences in contamination can be explained by different levels of exposure, high levels of human
activity on the Mediterranean coasts, less current dynamics, more intense volcanic activities and
dust released into the atmosphere from the Sahara. Concentrations of TMEs in the blood of Scopoli
shearwater chicks can be explained by the feeding ecology via the analysis of stable isotopes (§3C)
and (8°N). The breeding site also plays a role in ETM concentrations. Chicks from the Giraglia colony
have the highest concentrations of Hg in their blood. The study of isotopes to understand
contamination levels in Balearic shearwaters and Yelkouan shearwaters is not enough. In fact,
Adults can migrate and travel great distances in complex and contrasting ecosystems. Baseline
levels can vary between the Mediterranean Sea and the Atlantic Ocean. Analysis of the internal
organs (blood, muscle, kidney, liver) of Yelkouan shearwaters supports correlations between TMEs.
Contamination of seabirds by essential elements is low, but the cumulative and synergistic effects
of these elements could be deleterious to these species. Hg exposure varies depending to the type
of tissue (blood, cover feathers, fly feathers) in Balearic shearwaters. This result reflects different
levels of exposure and degrees of contamination during the year.
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