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Le bonheur ne se trouve pas avec beaucoup deffort et de volonté,
mais réside la, tout pres, dans la détente et l'abandon.
Ne t'inquiéte pas, il n'y a rien a faire.
Tout ce qui s'éléve dans U'esprit n'a aucune importance
parce quil n'a aucune réalité.
Ne t'y attache pas. Ne te juge pas.

Laisse le jeu se faire tout seul, s'élever et retomber, sans rien changer,
et tout s'évanouit et commence a nouveau, sans cesse.
Seule cette recherche du bonheur nous empéche de le voir.
Cest comme un arc-en-ciel qu'on poursuit sans jamais le rattraper.
Parce qu'il n'existe pas, qu'il a toujours été la
et taccompagne a chaque instant.

Ne crois pas a la réalité des expériences bonnes ou mauvaises,
elles sont comme des arcs-en-ciel.

A vouloir saisir Uinsaisissable, on s'épuise en vain.

Dés lors quon relache cette saisie, U'espace est 13,
ouvert, hospitalier et confortable.

Alors, profites-en. Tout est a toi, déja. Ne cherche plus.
Ne va pas chercher dans la jungle inextricable
téléphant qui est tranquillement a la maison.

Rien a faire. Rien a forcer. Rien a vouloir.

Et tout s'accomplit spontanément.

Laisse cet esprit qu’est le tiens dans cet état naturel,

(a ou rien n’est artificiel.

In this state, seeing a thought move,
rest on it, relaxed.

In this state, stability will come.

No attachment to stability no fear of movement,
aware that there is no difference between stability and movement,
mind arising from mind.

In this state, where there:is no grasping, no attachment,
rest natural and relaxed.

In this state, natural reality itself,
the essence of your own mind,
primordial awareness, empty clarity will arise...
and you won't know what to say.
in this state you will settle, suspended and relaxed.
Without grasping at the stability as something,
naturally in place, naturally free;
without seizing on or rejecting the mind's productions,
please settle... THERE.

(Lama Gendun Rinpoche)

Apprendre a se nourrir de joie chaque jour. Etre capable de vivre dans la fraicheur, la solidité et la
liberté. (Thich Nhat Hanh)

Comme létoile filante, le mirage, la flamme, Uillusion magique, la goutte de rosée, la bulle sur
l'eau ; comme le réve l'éclair ou le nuage : Considére ainsi toutes choses. (Bouddha)
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AVANT-PROPOS

Ce mémoire de type « par article » se compose de deux parties. La premiére partie, soit la
synthése, est consacrée a une introduction générale reliée a I’étude des éléments traces et a leur
accumulation par les animaux aquatiques. On y décrit brievement les connaissances actuelles dans
notre domaine de recherche, les objectifs du projet, la méthodologie, les résultats, les conclusions
et finalement, les perspectives de recherche. La seconde partie du mémoire est destinée aux

articles a soumettre a la revue Environmental Pollution.

La contribution des auteurs des deux articles s’établit comme suit :

ARTICLE 1 :

Dubois M, Hare L (2008) Subcellular distribution of cadmium in two aquatic invertebrates:
change over time and relationship to Cd assimilation by a predatory insect.

ARTICLE 2 :

Dubois M, Hare L (2008) Selenium assimilation by a freshwater insect and its relationship to Se
subcellular partitioning in two prey types.
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* Conception du projet

* Réalisation des expériences
*  Analyse des données

* Rédaction des articles

LANDIS HARE

* Conception du projet
*  Analyse des données
* Rédaction des articles
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RESUME

La prise en charge des éléments traces par les prédateurs aquatiques peut-étre expliquée en partie
par la distribution de ces contaminants dans les cellules de leurs proies. Les mécanismes de
détoxication étant spécifiques aux especes, nous avons déterminé si l’assimilation du cadmium
(Cd) et du sélénium (Se) par un prédateur aquatique, la mouche des aulnes Sialis velata
(Mégaloptére), différait selon deux types de proies, insecte Chironomus riparius (Diptére) et
Uoligochete Tubifex tubifex. Nous avons exposé ces deux espéces de proies dans des sédiments
contaminés au Cd ou au Se pour une période allant jusqu’a 28 jours, et avons fractionné ces proies
par une série de centrifugations différentielles afin de déterminer la distribution du Cd et du Se
dans leurs cellules.

Le cadmium chez T. tubifex était distribué comme suit {pour tous les temps confondus, moyenne +
ES) : débris (35% + 3%) > organites (27% + 3%) > protéines dénaturées par la chaleur (HDP, 22% 1 1%)
> protéines stables a la chaleur (HSP, 12% 1+ 1%) > granules (2% & 0.5%), alors que chez C. riparius
les proportions étaient : HDP (39% + 8%) ~ HSP (37% + 10%) > débris (13% + 2%) > organites (5% &
0.3%) - granules (5% + 2%). Ces proportions ont peu varié dans le temps chez les deux taxons de
proies. Le prédateur a assimilé le Cd a partir des deux types de proies et les efficacités
d’assimilation étaient plus grandes avec la diéte d’insecte (72% + 5%) qu’avec la diéte d’oligochéte
(46% + 3%). Ces efficacités d’assimilation correspondaient a la somme des fractions des proies qui,
pense-t-on, sont disponibles au prédateur, c’est-a-dire la somme des fractions des organites, des
HDP et des HSP. Cependant, afin d’obtenir une relation 1:1 entre l’assimilation du Cd par le
prédateur et la distribution subcellulaire du Cd chez les proies, nous avons di assumer
qu’approximativement la moitié du Cd associé a la fraction organites de T. tubifex est présente
sous forme de particules qui ne sont pas disponibles a la digestion par le prédateur. Les mesures de
Cd dans les féces du prédateur ont appuyé cette assomption. En somme, le Cd a été transféré
efficacement entre les deux niveaux trophiques et la proportion assimilée par le prédateur a pu
étre prédite en se basant sur la distribution subcellulaire du Cd dans les cellules des proies.

Sialis velata a assimilé plus de la moitié du sélénium (Se) présent dans les deux types de proies;
soit 70% + 7% du Se chez Tubifex tubifex et 62% + 7% du Se chez Chironomus riparius. Le protocole
de fractionnement a aussi montré que la distribution du Se au sein des fractions subcellulaires des
proies a peu varié dans le temps d’exposition, ce qui était en accord avec l'observation que la
durée d’exposition des proies au Se avait peu d’influence sur U’assimilation par le prédateur. La
fraction potentiellement disponible au prédateur (organites + HDP + HSP) était similaire pour les
deux types de proies (-62%) et on a pu obtenir une approximation de la portion de Se transférée au
prédateur. Or, la prédiction du transfert du Se s’est avérée moins efficace que dans les
expériences avec le Cd. La facilité avec laquelle le Se a pu étre transféré entre les niveaux
trophiques confirme d'autres observations en nature portant sur les poissons vivant dans des eaux
contaminées au Se et qui, via leur diéte, font face a un risque élevé d’exposition a cet élément
trace.
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ANNEXE 1
Figure 21. (Annexe 1)

Efficacités d’assimilation en relation avec le pourcentage d’élément présent dans la fraction
cytoplasmique des proies. a) Copépodes et diatomées (tirée de Reinfelder et Fisher, 1991) ;
b)Larves de bivalves et phytoplancton (tirée de Reinfelder et Fisher, 1994).
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CHAPITRE |

INTRODUCTION

1. LES ELEMENTS TRACES ET LEUR ACCUMULATION PAR LES INVERTEBRES D’EAU
DOUCE

Les métaux et métalloides sont retrouvés de facon naturelle dans les milieux aquatiques. S’ils sont
abondants (> ppm) on parle d’éléments majeurs (ex. Ca, Mg, Mn, Na) et s’ils sont présents a des
concentrations inférieures au ppm on les nomme éléments traces (ex. Cd, Cu, Pb, Se, Zn). Le
groupe des métaux rassemble la majorité des éléments, soit tous ceux qui sont situés a gauche du
tableau périodique (Meyer et al. 2005). Les métaux sont lustrés, ductiles, conducteurs de chaleur
et d’électricité ; chimiquement, ils ont la possibilité de former des ions positifs en perdant leurs
électrons (Newman et Unger, 2003) Le groupe des métalloides comprend des éléments dont les
caractéristiques sont intermédiaires entre les métaux et les non-métaux ; selon Newman et Unger
(2003) on y retrouve des éléments tels l’arsenic (As), ’antimoine (Sb), le sélénium (Se) et le
silicium (Si). Bien que le domaine de la toxicologie aquatique ait traditionnellement classé le Se
parmi les métalloides (Meyer et al. 2005), le tableau périodique de Mendeleiev lui attribuerait
plutot une place dans le groupe des non-métaux. Certains éléments tels que le Cu, le Fe, le Se, le
Zn sont essentiels au métabolisme, et donc doivent étre disponibles aux invertébrés a des
concentrations optimales, afin de ne pas ehgendrer une déficience ou encore une toxicité
(Chapman et Wang, 2000). D’autres éléments comme le cadmium, le plomb et le mercure n’ont

pas de role connu dans te bon fonctionnement des organismes (Rainbow, 2002).

Depuis le début de U’ére industrielle, les humains ont engendré un relargage accru des métaux et
des métalloides soit par !’exploitation miniére, les centrales au charbon et certains types d’usines
(Nriagu, 1990 ; Chapman et Wang, 2000 ; Chapman et al. 2003). Le drainage accru des terres
naturellement riches en certains éléments, U'utilisation de suppléments dans l’agriculture, ainsi
que la revalorisation des boues municipales via leur épandage par I"industrie agricole ont aussi
contribué a la mobilisation de ces contaminants (Jackson et Alloway, 1992 ; Chapman et Wang,
2000 ; Newman et Unger, 2003). Que les éléments traces soient déversés directement dans les
cours d’eau, drainés a partir des sols contaminés ou amenés a distance par voie atmosphérique,
ceux-ci pourront donc se retrouver dans les écosystémes aquatiques. Par les processus d’adsorption
a la matiére organique ou inorganique, de précipitation et de sédimentation, les sédiments
constituent souvent le réservoir final des métaux et métalloides qui sont entrés dans un milieu

aquatique (Wang et al. 1998 ; Chapman et al. 2003).
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Chez les animaux aquatiques, on distingue deux voies d’entrées possibles des éléments traces :
U’eau et la nourriture. Chez certains invertébrés d’eau douce, les éléments traces viennent
majoritairement de 'eau (Meyer et al. 2005 ; Orvoine et al. 2006). Cependant, chez d’autres, c’est
la nourriture qui contribue pour la majeure partie du métal accumulé (Hare et al. 2003 ; Meyer et
al. 2005 ; Croisetiére et al. 2006). L’exposition aux métaux via la diéte pourrait engendrer des
effets toxiques, méme si la nourriture a été exposée a des concentrations aqueuses situées sous le
seuil des normes environnementales (Wallace et al. 2000 ; Fisher et Hook, 2002). il devient donc
important de mieux caractériser la nourriture en tant que matrice et route d’exposition, le tout
dans le but d’améliorer les prédictions de bioaccumulation et d’effets des éléments traces chez les

invertébrés d’eau douce.

2. NOURRITURE ET EFFICACITE D’ ASSIMILATION

L’'un des paramétres critiques a considérer pour prédire l'accumulation des métaux via la
nourriture est l’efficacité d’assimilation (Wang et Fisher, 1999 ; Luoma et Rainbow, 2005). On
peut définir « ’assimilation » comme un proéessus interactif entre la nourriture et le systéme
digestif d’un consommateur (Zhang et Wang, 2006). « L’efficacité d’assimilation » (AE) est donc la
fraction d’un produit absorbé et incorporé dans les tissus (Penry, 1998). La facilité avec laquelte un
élément associé a la nourriture sera assimilé variera en fonction de plusieurs parameétres tels que
le métal, la qualité de ta nourriture et son taux d’ingestion, le temps de passage dans le tractus et
les conditions chimiques dans le tractus (pH, enzymes digestives, agents chélateurs : Hare, 1992 ;
Campbetl et al. 2005a). Pour un prédateur qui accumule un métal trace a partir de ses proies
seulement, la modélisation de la variation temporelle des concentrations en métal, [M], se définit

comme suit :

QL_MJM = (AE X IR x [M]proie) - (ke [M]prédateur) - (kg [M]prédateur) (1)
dt

ou [M]peaaterr ©t [M]proie sont les concentrations du métal dans le prédateur et la proie
(respectivement), AE (%) est Uefficacité d’assimilation du métal, IR (g de proie par g de
prédateur par jour®) est le taux d’ingestion, k. (jour') est une constante d’élimination, kg (jour™)
est une constante de croissance, et t (jour) est le temps (Thomann, 1981 ; Croteau et al. 2001).
Etant donné ’importance clé de Vefficacité d’assimilation comme paramétre influencant lta prise
en charge des éléments traces a partir de la nourriture (Luoma et Rainbow, 2005), Uun des
objectifs de cette étude est d’estimer U’efficacité avec laquelle un prédateur assimile certains

éléments traces présents chez ses proies.
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2.1 Mesures de |’efficacité d’assimilation

Pour mesurer ’efficacité d’assimilation, on peut utiliser la technique du « pulse-chase feeding »
(Wang et Fisher, 1999). Il suffit d’offrir a un prédateur un repas contaminé suivi d’un repas non-
contaminé, ce dernier permettant de « chasser » la nourriture contaminée de son tractus
intestinal. Pour contaminer la nourriture, [’utilisation de traceurs radioactifs permet de mesurer
précisément la teneur des invertébrés en éléments traces, et ce, a des concentrations réalistes.
L’autre avantage d’utiliser certains radioisotopes est la possibilité qu’ils nous offrent de réaliser
des mesures répétitives sur des individus vivants. Ainsi, a partir des données obtenues, nous
pouvons estimer l'efficacité d’assimilation des éléments traces de deux facons. La premiére
consiste a calculer la fraction de ’élément ingéré qui est retenue par le prédateur a un temps
donné suite au repas, soit lorsque plus de 90% des feces sont évacuées. La deuxiéme consiste a
mesurer le traceur dans le prédateur a plusieurs temps suivant le repas et d’utiliser ’ensemble de
ces données pour estimer ’efficacité d’assimilation (figure 1). Pour cette deuxiéme approche, on

modélise la perte comme une décroissance exponentielle :

A = AE e (2)

ou A est le pourcentage de l’élément radioactif ingéré retenu par l’animal au temps t, AE est
I’efficacité d’assimilation, b est la constante de perte de U'élément du prédateur et t le temps.
Cette équation provient d’une autre expression qui définit I’élimination d’un contaminant par un
prédateur que ’on aura placé dans un milieu propre suite a ’ingestion de son repas contaminé.
Dans celle-ci, on imagine l’animal comme une boite contenant une certaine quantité de l’élément
(C) et dont la sortie dans le temps (t) sera régie par la constante d’élimination du compartiment

d’excrétion lente (b).

dC = -bt
dt (3)

En intégrant |’équation (3), on obtient |’équation suivante :
Gy e™ (4)

Il suffit ensuite de remplacer les quantités dans l’animal dont ’élimination est étudiée par des
pourcentages retenus, soit en relativisant la quantité mesurée au temps t a la quantité de départ
qui a été ingérée au temps 0. Ainsi, on pourra utiliser [’équation (2) pour calculer U'efficacité
d’assimilation (AE) en "appliquant au compartiment le plus lent de la courbe de perte de ’animal
(Fig.1 - ®).
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Figure 1.
Représentation idéalisée de la perte d’un contaminant d’un prédateur ayant
consommé un repas contaminé au jour 0.

3. « GESTION » DES ELEMENTS TRACES PAR LES ANIMAUX

Les processus d’accumulation des éléments essentiels, comme le Se, le Zn ou le Cu différent de
ceux des éléments non-essentiels tels que le Cd, le Pb ou le Hg. Un élément essentiel au
métabolisme d’un organisme, mais en surplus, pourrait étre limité dés Uentrée, excrété
davantage, stocké sous des formes inertes ou éliminé suite a un stockage sous une forme
détoxiquée. Un métal non-essentiel pris en charge aurait tendance a étre accumulé par stockage
interne, bien souvent sous des formes détoxiquées qui a leur tour, pourraient étre excrétées. Ainsi,
en étant sous une forme détoxiquée, I’élément sera prévenu d’agir sur des sites métaboliques
sensibles. Or, s’il advenait ’entrée d’une trop grande quantité d’élément non détoxiquée dans
’organisme, les sites métaboliques pourraient étre plus a risque d’étre perturbés. C’est ici qu’il y

a un potentiel de toxicité.

L’interaction des éléments traces avec la machinerie cellulaire lors du processus de détoxication
meénera a l’association des éléments avec diverses structures de la cellule. Un organisme peut
synthétiser des protéines de faible poids moléculaire et riches en soufre liant les métaux dans le
cytosol, les métallothionéines, et/ou préconiser le stockage dans des granules insolubles riches en
soufre ou en phosphore (Hopkin, 1989 ; Hare, 1992). Il en résultera d’une séquestration du métal
sous des formes détoxiquées qui préviendrait leur action sur des sites métaboliques sensibles tels

que les enzymes (Ahearn et al. 2004 ; Vijver et al. 2004). En fait, les formes chimiques présentes
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dans un organisme sont trés variées: 1) sous forme d’ion libre ; 2) lié a des protéines
fonctionnelles (e.g., le Fe dans ’hémoglobine) ou a de petits peptides ; 3) lié au centre actif des
enzymes ; 4) lié a des acides organiques ; 5) lié a des métallothionéines ou a des protéines de
transport (e.g., ferritine) ; 6) lié a des vésicules lysosomiques ou des granules intracellulaires ; 7)
précipités dans des granules extracellulaires riches en S ou en P, dans des dépdts minéraux ou des
corps résiduels ; 8) lié a des enzymes, a ’ADN, a des canaux ioniques ou a |’exosquelette (Ahearn
et al. 2004 ; Vijver et al. 2004).

Il a été démontré dans des études antérieures que la distribution intracellulaire des métaux
pouvait donner, d’une part, des indications quant a leur potentiel toxique, la détoxication visant a
restreindre [’action des éléments sur des sites métaboliques sensibles (figure 2) (Rainbow, 2002).
D’autre part, ’allocation des éléments dans certaines fractions solubles de la cellule d’une proie
(ex. cytosol) pourrait les rendre davantage disponible a un prédateur que des éléments associés a
des composantes insolubles telles que les granules et les membranes cellulaires (Nott et
Nicolaidou, 1990 ; Reinfelder et Fisher, 1991,1994 ; Wallace et Lopez, 1997 ; Wallace et al. 2003 ;
Seebaugh et Wallace, 2004).

Compartiments Subcellulaires

/ Fractions détoxiquées —\

Débris cellulaires | Granules <Organites Enzymes> Protéines thermostables (MT)

S T

.y B i
« Débris et granules » :

Moins disponible
au prédateur

« Protéines et organites » :

Davantage disponible

Fractions sensibles au prédateur
(bio-actives)

Figure 2.
Compartiments subcellulaires et disponibilité pour le transfert trophique
(selon Wallace et Luoma, 2003 ; Cheung et Wang, 2005)

4. CHOIX DES ORGANISMES A L’ETUDE
Avec une chaine trophique expérimentale en laboratoire constituée d’un prédateur et deux types
de proies, soit insecte Chironomus riparius (diptére) et l'oligochéte Tubifex tubifex donnés

comme nourriture a un insecte Sialis velata (mégaloptére), nous pourrons mesurer ’impact de la
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distribution subcellulaire du Cd et du Se chez les proies sur Uefficacité d’assimilation par ce
dernier. Roy et Hare (1999), ont démontré antérieurement que la nourriture contribuait a 80% pour
[’accumulation du Cd chez S. velata lorsqu’en présence d’une eau contaminée en Cd et nourri avec
une autre espece de chironomide (Cryptochironomus sp.). Croisetieére et al. (2006) ont mis en
lumiére que la nourriture était la source presqu’exclusive d’As, de Cd, de Co, de Cu et de Zn pour
S. velata nourri avec C. riparius. Quant a la différence de U’importante relative de la nourriture
comme source de Cd chez Sialis entre les deux études (80% versus 100%), les plus faibles
concentrations du Cd qui ont été employées dans l’étude de Roy et Hare (1999) par rapport a
celles employées par Croisetiére et al. (2006) peuvent expliquer un tel écart (Croisetiere et al.
2006). Sialis a aussi été proposé comme biomoniteur des métaux puisque trés largement répandu
(Roy et Hare, 1998). Quant aux deux types de proies sélectionnées (chironomides et oligochetes),
elles se retrouvent couramment en milieux naturels, font partie intégrante de la plupart des
chaines alimentaires d’eau douce et sont consommeées par les larves de Sialis en nature (Locklin et
al. 2006).

4.1 Tubifex tubifex

Tubifex tubifex est un oligochéte de la famille des tubificidés (Oligochaeta, Tubificidae) reconnu
pour étre tres tolérant aux environnements pollués (Bouché et al. 1999b) et largement distribué en
eaux douces (Bouché et al. 2000). Il vit a l’interface eau-sédiment, sa partie antérieure creusant
les sédiments et sa partie postérieure ondulant dans ’eau (Bouché et al. 2000). Il est un maillon
important des chaines trophiques aquatiques et des tests de toxicité ont été développés en
["utilisant pour des essais avec les sédiments (Reynoldson et al. 1991). Il est bien souvent le dernier
a disparaitre lors de la contamination d’un site et le premier a le recoloniser (Milbrink, 1983 ;
Bouché et al. 1999b). Lorsque son milieu est contaminé en métaux, il a la possibilité d’utiliser une
stratégie particuliére de détoxication. Il stocke le métal dans sa partie caudale et la perd par

autotomie. Cette amputation sera par la suite régénérée (Bouché et al. 1999a).

Figure 3.
a) Représentation de Tubifex tubifex dans des sédiments (http://zooex.baikal.ru/worms/annelida.htm), et

b) photographie par microscopie électronique de la « téte » de T. tubifex
(http://www.marlin.ac.uk/php/image_viewer.php?images=tubtub2&topic=Species)
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4.2 Chironomus riparius

Chironomus riparius (Diptera, Chironomidae) est une espéce de mouche qui ne pique pas et, au
stade larvaire, est pourvue d’hémoglobine a titre de transporteur d’0,. Son cycle de vie débute par
I’oeuf, ensuite ont lieu quatre stades larvaires, la formation de la pupe, puis l'adulte. Les larves
vivent dans des tubes construits a partir d’algues, de particules de sédiments ou d’autres types de
particules. Elles se nourrissent de substances organiques (algues, bactéries, champignons,
microdétritus) en projetant leur téte a U’extérieur de leur tube ou en consommant des sédiments
en dessous de l’interface eau-sédiment (Ristola, 2000). L’adulte émergera de l’eau suite au stade
pupal. Chironomus riparius est largement distribué dans ’hémisphére nord et est souvent retrouvé
dans des eaux polluées étant donné sa tolérance a diverses conditions (Postma et al. 1995). Aussi,
on considére que cette espéce peut étre importante dans la diéte d’autres invertébrés (ex.
odonates), des poissons et des oiseaux aquatiques (Tokeshi, 1995). Chironomus riparius est
communément utilisée dans le cadre de tests de toxicité de sédiments contaminés (Ingersoll et al.
1995).

a) b)

Figure 4.
a) Représentation de la larve de Chironomus riparius (www.bio5.rwthaachen.de/.../Chironomiden.htm) ;
b) Cycle de vie des chironomides montrant les stades d’oeuf, de larve (4 stades), la pupe, et U'adulte
terrestre (Groenendijk, 1999).

4.3 Sialis velata

La « mouche des aulnes » du genre Sialis fait partie de 'ordre des Mégalopteres et de la famille
des Sialidae. Elle est répandue mondialement et on en trouve 23 espéces en Amérique du Nord
(Ross, 1937 ; Whiting, 1991). Sa larve est aquatique, sédimentaire et cette période larvaire peut
durer d’un a deux ans et comprend environ 10 stades pour des espéces telles que Sialis itasca et

Sialis velata. Durant cette période, les larves sont prédatrices et on a retrouvé des organismes tels
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des chironomides, des oligochétes et des ostracodes dans les contenus intestinaux de Sialis (Locklin
et al. 2006). Lorsque la larve est mature, elle sort de l’eau et s’ensevelit sous terre ou elle y
restera environ deux semaines (Elliott, 1996). L’adulte pourvu d’ailes émergera, s’accouplera et

pondra ses oeufs sur des feuilles ou des branches situées au-dessus de l’eau (Elliott, 1995).

Jason Neuswanger
www.troutnut.com $ 4

a) b) c)

Figure 5.
Images représentant l’insecte Sialis. a) Téte de la larve. (www.xerces.org) ; b) Vue de profil de la larve
(www.troutnut.com) ; et c) Adulte (www.answers.com/topic/megaloptera-1)

5. ELEMENTS TRACES : LE CADMIUM ET LE SELENIUM

5.1 Le sélénium

Le sélénium (Se) est un non-métal, groupe dans lequel on retrouve aussi le carbone, |’oxygéne, le
phosphore, le soufre, etc. (Meyer et al. 2005). Les déchets industriels, les centrales au charbon,
les eaux lessivant les sols agricoles des zones séléniféeres, les activités minieres visant le
phosphate, le soufre ou les métaux sont tous des facteurs qui ont contribué au relarguage du Se
dans les écosystémes (Maier et Knight, 1994 ; Lemly, 1997 ; Cutter et Cutter, 1998). En milieu
aquatique, le Se peut paraitre sous 4 états d’oxydation. Les organismes aquatiques peuvent étre
exposés aux oxyanions libres, soit au Se IV (sélénite ; Se0;?) ou au Se VI (sélénate ; Se04?%). Luoma
et al. (1992), ont démontré que les animaux filtreurs étaient 8 méme d’incorporer le Se soit sous
forme d’oxyanions libres, le Se associé aux particules de sédiment ou le Se élémentaire insoluble
(Se 0). Dans les milieux anaérobies, on peut retrouver aussi le sélénide (Se Il) inorganique, une
forme insoluble du Se. La forme de Se la plus biodisponible est sans doute le sélénide organique,
(ou organosélénium), incorporé dans les algues ou les bactéries par exemple, et qui serviront de
nourriture aux niveaux trophiques supérieurs (Luoma et al. 1992 ; Besser et al. 1993 ; Schlekat et
al. 2000 ; Baines et al. 2004 ; Simmons et Wallschlager, 2005). Cette présence du Se dans les
molécules organiques serait due en partie au fait que le soufre et le sélénium se comportent de

facon similaire dans les systémes biologiques (Wrench et Campbell, 1981). Les organismes des
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maillons inférieurs tels que les microorganismes ou le phytoplancton sont aptes a synthétiser des
séléno-acides-aminés tels que la sélénométhionine et la sélénocystéine en utilisant le sélénium
comme analogue du soufre (Maier et Knight, 1994 ; Fan et al. 2002 ; Simmons et Wallschlager,
2005). Ces acides aminés entreront a leur tour dans la composition des protéines ou d’enzymes.
Chez les producteurs primaires, le sélénite serait plus disponible pour étre transformé en acides
aminés que le sélénate (Adams et al. 1997). Toutefois, on a aussi démontré que les sélénides
organiques dissous provenant de lysats de cellules algales peuvent étre pris en charge par le
phytoplancton (Baines et al. 2001). De cette fagon, la biotransformation du sélénium favoriserait
son transfert a travers les niveaux trophiques et pourrait engendrer des effets toxiques chez les
prédateurs au sommet des chaines alimentaires (Maier et Knight, 1994 ; Fan et al. 2002 ; Hamilton,
2004).

La nourriture semble étre si importante dans l’exposition au Se que certains ont méme pensé
écarter les études basées sur le Se dissout lors de discussions sur la toxicité potentielle du Se chez
les poissons (DefForest et al. 1999). Plusieurs expériences viennent appuyer le fait que la prise en
charge du Se se ferait en grande partie par la nourriture chez divers organismes en laboratoire
(Reinfelder et Fisher, 1991 ; Luoma et al. 1992 ; Wang et al. 1996 ; Reinfelder et al. 1998 ; Wang
et Fisher, 1998). Ainsi donc aux Etats-Unis, on a proposé un critére d’effet toxique basé sur la
concentration dans les tissus animaux et dans la diéte, comme dans le cas du mercure (Hamilton,
2002).

Le Se étant un élément trace essentiel, il peut étre limitant dans des zones appauvries en Se, ou
encore toxique dans les écosystémes aquatiques touchés par certaines activités anthropiques. En
tant qu’élément essentiel, il est nécessaire pour la croissance et le développement et entre dans
ta composition de plusieurs protéines associées au métabolisme oxydatif tels que la famille
d’enzymes des glutathione peroxydase séléno-dépendantes, les thyroides déiodinases et les
thiorédoxines réductases (Yoshiro et Takahashi, 2002). Chez les mammiféres, qui ont été
davantage étudiés, une quinzaine d’enzymes sont en fait des sélénoprotéines connues pour leurs
fonctions biologiques (Hatfield et Gladyshev, 2002). L’écart entre les concentrations dans les
organismes susceptibles d’amener la toxicité (> 8 ug/g (100 nmol/g) dans les tissus et 4 pg/g (50
nmol/g) dans la diéte) sont de U'ordre de 2 a 4 fois celles des seuils qui n’engendreraient pas
d'effets (< 2 ug/g (25 nmol/g)) (Hamilton, 2004) ; de la, tout l’intérét que U'on porte a la

compréhension du comportement du sélénium.
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5.2 Le cadmium

Le cadmium est un métal de transition (« border-line » de classe B) considéré comme trés toxique
pour la vie aquatique. Il s’est révélé étre le plus néfaste lors de tests de toxicité effectués sur
Hyalella azteca et 63 éléments du tableau périodique (Borgmann et al. 2005). Il a une grande
affinité pour le soufre et donc pour les groupements sulfurés tels que -SH, -S-S-, etc., pouvant ainsi
interférer avec les métaux essentiels tels que le Cu et le Zn en amenant une altération des
caractéristiques fonctionnelles des protéines (Nieboer et Richardson, 1980). Son entrée dans les
cellules animales pourrait étre réalisée grace aux canaux calciques, I’ion Ca’ lui ressemblant
chimiquement (Simkiss et Taylor, 1995). Les concentrations en cadmium peuvent étre élevées dans
les régions marquées par l’industrie miniére (extraction et transformation des minerais) et ou on
utilise le charbon comme source d’énergie. On Uutilise pour la pigmentation des peintures, dans
les batteries et dans les plastiques. Le cadmium est présent dans les minerais de zinc et peut étre
retrouvé lors du raffinage ou de I’extraction du cuivre (Mebane, 2006).

Au Québec, il a été beaucoup été étudié dans la région de Rouyn-Noranda, 1a ou 1’activité miniére
régne depuis les années 20 (Arafat, 1985 ; Borgmann et al. 2004). L’équipe de biogéochimie des
éléments traces de UINRS-ETE est particuliérément active dans cette région. En effet, plusieurs
travaux portant sur l’accumulation du cadmium y ont été réalisés, entre autres chez les
invertébrés benthiques et les poissons (Tessier et al. 1993 ; Hare et Tessier, 1996 ; Campbell et al.
2005b ; Michaud et al. 2005 ; Kraemer et al. 2006). Dans cette région, au pourtour d’une fonderie
de cuivre, les sédiments peuvent avoir des concentrations en Cd jusqua 585 nmol g" et qui
diminueront d’environ 10 fois en s’éloignant de 25 a 43 km de la source (Dumontet et al. 1990).
Les concentrations en cadmium dans les sédiments de lacs situés prés d’une fonderie de cuivre et
de zinc au Manitoba se situaient entre 130 et 520 nmol g". En s’éloignant du plus de 20 km, on
trouvait des concentrations allant de <1 a 62 nmol g (Harrison et Klaverkamp, 1990). Dans le port
de Hamilton, une zone trés industrialisée de t’Ontario, les concentrations moyennes en Cd des
sédiments sont de 133 nmot g (Mayer et Manning, 1990).

10
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6. OBJECTIFS SPECIFIQUES

En considérant que deux groupes d’organismes distincts (insectes et oligochetes) peuvent avoir des
mécanismes de détoxication différents, un élément donné pourrait donc étre distribué
différemment entre les diverses fractions subcellulaires chez les deux groupes d’animaux. Ces
différences peuvent influencer 'efficacité avec laquelle les éléments traces présents dans
différents types d’animaux seront transférés vers un niveau trophique supérieur. Nos objectifs

sont :

1) D’une part, mesurer les changements temporels dans la distribution interne du cadmium (Cd) et
du sélénium (Se) chez deux types de proies (C. riparius et T. tubifex) qui ont été exposées a des

sédiments contaminés en Cd ou en Se ;

2) D’autre part, mesurer "efficacité d’assimilation du Cd et du Se chez le prédateur Sialis velata
lorsque nourri avec ces deux types de proies ayant été exposées a ces éléments pour des durées
différentes. Nous tenterons de voir les liens, s’il y en a, entre la répartition subcellulaire des

éléments traces dans les proies et U'efficacité d’assimilation de ceux-ci par le prédateur.

11
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CHAPITRE Il

METHODES

Collecte et culture des invertébrés

Les larves de Sialis velata ont été récoltées au Lac St-Joseph, Québec (46°55’N, 71°40'W) a une
profondeur de ~4.5 m a "aide d’une benne Ekman ou d’un filet manipulé par des plongeurs. Afin
d’isoler les invertébrés, les sédiments ont été tamisés avec un filet dont les ouvertures étaient de
1 mm. De retour au laboratoire, les larves de S. velata ont été placées individuellement dans des
pots de 40 ml contenant de U’eau du lac a 10 °C. En laboratoire, nous avons établi un élevage de
Chironomus riparius sur sable fin a partir de masses d’ceufs provenant du Centre d’Expertise en
Analyse Environnementale du Québec (Québec, QC). Quant a Tubifex tubifex, les cultures ont été
achetées chez Aquatic Research Organisms (Hampton, NH, USA) puis gardées dans des aquariums
contenant du sédiment du lac St-Joseph. Les deux élevages de proies étaient exposés a une
période de 16 h de lumiére : 8 h de noirceur, maintenus dans de U'eau reconstituée a 20 °C et
nourris avec de la nourriture pour poisson Aquatox™ (Aquatic Eco-systems Inc, Apoka, FL, USA). La
dureté totale de ’eau des élevages était de 11 mg " de CaCO; et de 112 mg "' de CaCO; pour T.
tubifex et C. riparius, respectivement. Le prédateur était nourri avec 1-2 proies par semaine (soit

T. tubifex ou C. riparius)

Exposition des proies au Cd et au Se

Des sédiments non-tamisés (les 10 premiers cm en surface) du site de collection de S. velata ont
été contaminés avec du Cd « froid » et le '°Cd, un radiotraceur (activité spécifique de 0,7 uCi
nmol™ de Cd total), pour atteindre une concentration nominale en Cd de 265 nmol g de poids sec
de sédiments. Cette concentration environnementalement réaliste peut se retrouver dans des
sédiments de lacs situés au pourtour de zones impactées par ’industrie miniére (ex. Rouyn-
Noranda) (Arafat, 1985 ; Andres et al. 1998 ; Hare et Tessier, 1998 ; Borgmann et al. 2004 ;
Croisetiére et al. 2006). De facon similaire, le ”°Se (sous forme de sélénite) et le Se stable (activité
spécifique de 5,4 uCi nmol' de Se) ont été ajouté dans une autre portion de sédiment afin
d’obtenir une concentration nominale en Se de 15 nmol g de poids sec. Cette concentration en
Se se trouve dans la gamme de concentrations pour des sédiments qui aménent un risque modére
pour les écosystémes (12-50 nmol g"' (1-4 pg g'): Lemly, 1997 ; Hamilton, 2004). Cette
concentration a été choisie afin de limiter la toxicité envers les animaux d’expérimentation. En
effet, on a signalé une toxicité possible chez les organismes benthiques a partir de 2 ug g (25
nmol g') de Se dans les sédiments (Lemly, 1997 ; Hamilton, 2004). Les sédiments ont été conservés
a 10 °C et mélangés 3 fois par semaine pendant 1 mois. Afin de minimiser la production de déchets

radioactifs, nous avons réutilisés ces sédiments contaminés pour plusieurs expériences sur une

13
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période de 8 mois. Toutefois, Uinfluence de I’dge des sédiments sur la biodisponibilité des

éléments traces n’a pas été vérifiée.

Nous avons versé 150 ml de sédiments contaminés (5 ml proie individuelle™') dans des bouteilles de
HDPE (« High Density Poly-Ethylene ») de 1 | puis ajouté 600 ml d’eau reconstituée de facon a ne
pas resuspendre les sédiments. Dans les microcosmes contenant T. tubifex, nous avons utilisé une
eau reconstituée dont les concentrations en cations et anions majeurs étaient similaires a celles
des eaux douces du Lac St-Joseph (82 pM Ca, 25 pM Mg, 62 pM Na, 5 pM K, dureté de 11 mg ! de
CaC0;). De Ueau plus dure (28 mg U' de CaCO;) a été utilisée pour les larves de C. riparius
puisqu’il s’est avéré que leur croissance était meilleure sous ces conditions. Notons ici que cette
différence de dureté a probablement pu influencer la prise en charge des éléments traces (Craig et
al. 1998), or le but ultime étant d’obtenir des proies contaminées pour en mesurer la distribution
subcellulaire, le mode de prise en charge devenait d’importance secondaire. Les contenants
d’exposition ont été préparés une semaine avant l'addition des proies afin de permettre
U'équilibration entre ’eau et les sédiments. Les proies ont été acclimatées a 10 °C pendant une
journée préalablement a Uexposition, et toutes les expériences ont été menées a cette
température dans le but de ralentir la croissance des insectes et ainsi, éviter ’émergence. Les pH
mesurés dans [’eau pendant les expositions au Cd et au Se étaient similaires (6.5 et 6.9,

respectivement).

Suite a une exposition de 4, 12, 20 ou 28 jours, les proies ont été retirées de 3 contenants,
dépurées pendant 5 h dans les sédiments non-radioactifs du lac St-Joseph, puis transférées dans de
U'eau propre pour un autre 18-20 h afin de permettre U’élimination compléte des sédiments dans le
tractus. Approximativement 80 individus ont été congelés a -80 °C dans des microtubes a
centrifugation afin de procéder, ultérieurement, au fractionnement subcellulaire.

Aux jours 12, 20 et 28 (T. tubifex) et aux jours 4, 12, 20 (C. riparius) des proies additionnelles ont
été enlevées des sédiments, dépurées tel que décrit ci-haut, pesées, comptées au compteur
gamma, puis données comme repas vivant a S. velata. La moyenne individuelle des poids frais (+
ET) des proies offertes a S. velata (toutes expériences confondues) étaient de 7.8 + 1.8 mg pour T.

tubifex et 4.5 + 0.4 mg pour les larves de 4° stade de C. riparius.

Assimilation du Cd et du Se par le prédateur

Avant les expositions au Cd ou au Se, les larves de §. velata (87.8 + 8.6 mg de poids frais (£ ET))
ont été nourries avec une larve de C. riparius pendant 4 jours, puis, non-nourries 3 jours. A chaque
temps d’exposition (donnés ci-haut), le prédateur recevait suffisamment de proies contaminées (2)
pour remplir son tractus. Les proies ont été consommées dans un délai de 15 minutes et aucune
radioactivité significative n’a pu étre mesurée dans ’eau pendant cette période. Le "*Se ou le 'Cd

du prédateur a ensuite été mesuré a intervalles pendant une durée de 8 jours. Durant cette
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période, [’eau a été changée tous les jours et S. velata a été nourri pendant 4 jours consécutifs
avec une proie non-radioactive, puis non-nourri les 3 prochains jours ; {’eau et les féces ont aussi
été récoltées et mesurées pour la radioactivité. Subséquemment, a chaque prédateur était offert
son prochain repas contaminé et la procédure se continuait comme lors du premier repas. Avant de
procéder aux mesures du '®Cd ou du "Se, les invertébrés ont été rincés 12 fois avec de EDTA 0.1

mM afin de retirer quelque radiotraceur qui aurait pu étre adsorbé.

Les calculs d’efficacité d’assimilation (%, AE) ont été réalisés en tracant une régression non-
lindaire (A = AE e™, ou A est le pourcentage de radioactivité ingérée qui est retenu par le
prédateur pendant la période de perte du compartiment d’échange lent (perte physiologique), AE
est U'efficacité d’assimilation, b est la constante du taux de dépuration du compartiment de perte
lente et t est le temps de dépuration) sur nos données de perte de U'élément trace aprés 3 ou 4
jours (soit lorsqu’il n’y avait plus de matiéres fécales radioactives dans le tractus du prédateur),
puis en déterminant l’intercepte en v pour estimer les pourcentages d’AE du '®Cd ou du *Se
(Wallace et al. 1998 ; Wang et Fisher, 1999). Puisque les prédateurs ont recu plus d’un repas
contaminé, nous avons effectué des corrections afin d’évaluer exclusivement la perte associée au
dernier repas contaminé en présumant que la perte de '®Cd suivant un repas de T. tubifex était
linéaire aprés 12 jours. La méme méthode a été appliquée pour les expériences avec le "Se. Cette
correction n’était pas nécessaire suite a un repas de C. riparius puisque lorsque cette espece était
ingérée, la perte physiologique du Cd par le prédateur n’était pas mesurable aprés 4 jours en

raison des concentrations de Cd plus faible chez C. riparius.

Distribution subcellulaire du Cd et du Se chez les proies

La radioactivité a été mesurée dans les échantillons de proies ; -85 mg de poids humide pour C.
riparius et ~150 mg poids humide pour T. tubifex. Ces derniers ont ensuite été homogénéisés a la
main (25 tours dans un homogénéisateur de verre de 2 ml, sur glace, dans un tampon Tris (25 mM
Omnipure 9210, 99.8% de pureté, a pH ajusté a 7.2 avec du HCl 35% de grade trace-métal pour un
ratio tissus : tampon de 1 : 4 pour T. tubifex et de 1 : 8 pour C. riparius). Les tissus homogénéisés
étaient alors retournés dans leur microtube initial et des aliquots de 30 pl ont été prélevés puis
déposés sur des feuilles de Teflon pré-pesées en vue des mesures totales et radioactives de Cd et
de Se.

A Uaide d’une technique de fractionnement utilisant une série de centrifugations différentielles
(Wallace et al. 1998 ; Cain et al. 2004 ; Giguére et al. 2006), on définira opérationnellement cing
fractions : 1) débris cellulaires et noyaux ; 2) granules et exosquelette ; 3) organites et lysosomes ;
4) protéines dénaturées par la chaleur comme les enzymes (« Heat-Denatured Proteins » - HDP) ; 5)
protéines stables a la chaleur incluant la métallothionéine, les glutathions, les petits peptides et
les acides aminés (« Heat-Stable Proteins » - HSP). Pour les détails de la procédure voir le schéma

de la figure 6.
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Figure 6.

Schéma de la procédure utitisée pour isoler les cing fractions cellulaires
opérationnellement définies
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Mesure de la radioactivité

La radioactivité a été mesurée avec un compteur-gamma (1480 Wallac Wizard 3, Nal well-type).
Les émissions gamma pour le '®Cd et pour le 7°Se ont été déterminées pour les fenétres de 16-32
keV et de 60-365 keV, respectivement. L’efficacité de comptage (30% pour le '®Cd ; 100% pour le
Se) et la géométrie des échantillons ont été considérées et les temps de comptage ont été
ajustés de fagon a obtenir une erreur de comptage < 5%. La somme moyenne des fractions
radioactives (+ ET) était prés des valeurs mesurées pour les homogénats avant la procédure de
fractionnement, ainsi pour le Cd on obtenait un pourcentage de recouvrement de 90.1 + 4.9% pour
T. tubifex et de 88.1 + 2.0% pour C. riparius. Quant au Se on retrouvait 93.7 + 2.1% et 89.1 + 2.8%
chez T. tubifex et C. riparius, respectivement. Ceci suggére donc que la perte des éléments était

plutot faible a la fin de la procédure de centrifugation différentielle.

Analyse des éléments traces totaux

Tout le matériel de laboratoire a été trempé dans du HNO; 15% pour au moins 12 h, rincé avec de
l'eau ultrapure et séché sous une hotte a flux laminaire. Les aliquotes congelés des tissus
homogénéisés ont été lyophilisés (FTS SystemsTM) dans leur microtubes, pesés, puis digérés dans du
HNO; de grade métal-trace (100 pl mg™' de tissus secs) pour 5 jours a la température de la piéce.
Ensuite 40 pl de H,0, a été ajouté et la digestion s’est poursuivie pour 1 jour supplémentaire. Les
échantillons ont été dilués avec 860 pl d’eau ultrapure avant l’analyse du Cd et du Se total par ICP-
MS (Thermo Instrument, X7). Un matériel de référence certifié (Conseil National de Recherche du
Canada TORT-2 - hépatopancréas de homard) et de poids comparable aux échantillons a été soumis
a la méme procédure de digestion. Le pourcentage de récupération du Tort-2 était de 102 + 4%
pour le Cd et de 100 + 4% pour le Se. Des échantillons de 0.1 g de sédiments secs ont été digérés
dans 5 ml de HNO; pour 5 jours, puis 2 ml de H;0, a été ajouté, la digestion s’est poursuivie
pendant une journée puis les échantillons ont été dilués pour obtenir un volume final de 50 ml. Un
matériel de référence certifié (Conseil National de Recherche du Canada MESS-3 - sédiment marin)
a éteé utilisé afin d’évaluer Uefficacité de la digestion avec des pourcentages de récupération de

105 + 2% et de 96 + 2% pour le Cd et le Se, respectivement.
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CHAPITRE I

RESULTATS ET DISCUSSION

1. EXPERIENCES AVEC LE CADMIUM

Les concentrations totales de Cd chez le ver T. tubifex ont augmenté approximativement
linéairement durant les 4 semaines d’exposition dans les sédiments contaminés (fig. 7a). Gillis
et al. (2004) ont aussi observé une prise en charge linéaire du Cd par cette espéce, et ce, sur
une période de 6 semaines. De la méme facon, les concentrations en Cd dans les trois fractions
subcellulaires majoritaires (débris, organites, HDP) ont augmenté avec les concentrations
internes de T. tubifex, alors que les fractions HSP et granules tendent vers un plateau (fig. 8a).
Steen-Redeker et al. (2007) ont aussi rapporté un plateau dans les concentrations en Cd de ces
deux fractions suite a une exposition au Cd de T. tubifex pendant 2 semaines. Nous n’avons pas
noté d’effet toxique tel qu’une diminution de la croissance ou une hausse de la mortalité chez
les vers exposés.

2500 : 120
a) T. tubifex b) C. riparius

‘TI/'\ 2000 b ! § 90 ]
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Figure 7.

Evolution temporelle des concentrations totales de Cd (moyennes + ES, n = 4 échantillons composés)
des deux espéces de proies exposées dans des microcosmes dont les sédiments et ’eau surnageante
étaient contaminés au Cd.
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Une minorité du Cd (~34%) se retrouvait dans le cytosol (HDP + HSP) des cellules de T. tubifex,
tout comme Steen-Redeker et al. (2007) lavaient observé antérieurement (32-46%). Les
proportions moyennes (+ ES) en Cd dans les différentes fractions subcellulaires se classaient
ainsi par ordre d’importance (p < 0.05, Kruskall-Wallis puis comparaison multiple avec Student-
Newman-Keuls (SNK)) : débris (35% + 3%) > organites (27% + 3%) > HDP (22% + 1%) > HSP (12% =
1%) > granules (2% + 0.5%) (fig. 9a). Steen-Redeker et al. (2007) ont aussi retrouvé une grande
proportion (26%) de Cd associé a la fraction organites de T. tubifex contaminés au Cd ;
I"importance de cette fraction organites est probablement due a la présence de chloragosomes
et de lysosomes, qui sont reconnus comme étant des sites de stockage de choix pour les métaux
chez les oligochétes terrestres (Back, 1990 ; Affar et al. 1998 ; Peeters-Joris, 2000 ; Morgan et
Turner, 2005). Chez les vers de terre, les chloragosomes sont quasi sphériques, leur diametre
varie largement et ils traversent une large gamme de stades développementaux tel que reflété
par Uhétérogénéité de leur densité électronique (Cancio et al. 1995). Ces organites montrent
aussi une activité lysosomale (phosphatase acide) chez les vers de terre exposés aux métaux
(Morgan et al. 2002). Si les lysosomes et les granules qui sont présents chez les oligochétes
tubificidés (Wallace et al. 1998) montrent cette vaste gamme de morphologies et de fonctions
comme dans le cas des chloragosomes des oligochétes terrestres, alors on pourrait penser que
ces structures pourraient étre a méme d’influencer ’assimilation des métaux par des prédateurs

aquatiques.

La petite proportion de Cd (2%) retrouvée :dans la fraction granules est identique a celle
reportée par Wallace et al. (1998) pour un oligochéte tubificidé (Limnodrilus hoffmeisteri)
récolté dans un site non-contaminé. Toutefois, a des concentrations élevées en Cd, cette méme
espéce avait ~30% de son '®Cd associé aux granules (Wallace et al. 1998), et une valeur similaire
a aussi été observée chez T. tubifex pour le Cd total associé aux granules (Steen-Redeker et al.
2007). Toutefois, les comparaisons entre nos résultats et ceux des études ci-haut doivent étre
faites avec prudence puisque, dans ces autres études, les expositions au Cd avaient lieu dans
l'eau seulement, ce qui influence la route de prise en charge (épiderme versus tractus
intestinal) et donc, peuvent affecter la distribution interne et la répartition subcellulaire du Cd.
L’histoire de pré-exposition des animaux expérimentaux peut aussi influencer {a distribution des

métaux au niveau cetlulaire (Wang et Rainbow, 2005).
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[Cd] total chez la proie (nmol g’1)

Figure 8.
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Concentrations totales de Cd dans les proies (ces [Cd] différentes résultaient des différentes durées
d’exposition) en relation avec les concentrations de Cd dans les cinqg fractions subcellulaires
opérationnellement définies (débris, granules, organites, protéines dénaturées par la chaleur (HDP),
protéines stables a la chaleur (HSP). Chaque point représente un échantillon composite de proies.

La distribution des proportions de Cd parmi les compartiments subcellulaires de T. tubifex ont

varié trés faiblement dans le temps, avec une exception notable de la fraction HSP qui était
plus élevée au début de la période d’exposition (fig. 9a). Steen-Redeker et al. (2007) ont noté
que le Cd total dans la majorité des fractions subcellulaires a peu changé pendant la durée de
Uexposition, sauf pour la fraction organites qui augmentait (de 10 a 26%), et la fraction HSP, qui
diminuait (de 14 a 6%). Si nous assumons que le Cd retrouvé dans les organites et dans les
fractions HDP et HSP est disponible pour un prédateur (Wallace et Luoma, 2003), alors la
majorité du Cd chez T. tubifex (60-65% ; fig. 11a, cercles) devrait étre disponible pour S. velata.
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Figure 9.

Pourcentages de Cd (moyennes, n = 4) dans les cing fractions subcellulaires (détaillées dans la
description de la fig. 3) qui ont été isolées a partir de proies exposées au Cd pour différentes durées.
Org = organites. La fraction de Cd disponible au prédateur (HDP + HSP + organites) est aussi indiquée
sous les graphiques.

Le Cd dans la proie C. riparius
L’accumulation du Cd chez C. riparius était aussi approximativement linéaire durant la période
d’exposition totalisant 20 jours, mais les concentrations en Cd étaient beaucoup plus faibles que
celles de T. tubifex (fig. 7). La variabilité de la prise en charge par C. riparius semblait aussi
augmenter avec le temps (fig. 7b). Les concentrations en cadmium dans les fractions
subcellulaires augmentaient en méme temps que les concentrations totales de C. riparius (fig.
8b). Les proportions moyennes (+ ES) de Cd chez cet animal se classaient comme suit par ordre
d’importance (p < 0,05, Kruskall-Wallis puis comparaison multiple avec Student-Newman-Keuls
(SNK)) : HDP (39% + 8%) ~ HSP (37% + 10%) > débris (13% + 2%) > organites (5% + 0.3%) ~ granules
(5% £ 2%). Donc, la majorité du Cd chez C. riparius se retrouvait dans le cytosol (HDP + HSP),
contrairement a 7. tubifex chez qui le Cd cytosolique ne contribuait que pour un tiers du total.
Similairement, Yamamura et al. (1983) et Seidman et al. (1986) ont vu 60 et 75% du Cd dans le
cytosol des larves de Chironomus yoshimatsui et Chironomus thummi, respectivement. Les
proportions de Cd dans les différentes fractions subcellulaires ont généralement peu varié avec
le temps d’exposition de cette proie (fig. 9b) ; toutefois, aprés 20 jours d’exposition, les
fractions protéiques ont changé dans leur importance relative. En effet, en fin d’exposition, la

proportion de Cd dans la fraction HSP avait presque doublé alors que dans la fraction HDP, la
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proportion de Cd avait diminué environ du tiers. Un taux de mortalité de 30% a aussi été noté a
la fin de Uexposition indiquant possiblement une incapacité de certains animaux a détoxiquer le
métal. La majorité du Cd chez C. riparius était potentiellement disponible a la prise en charge

par un prédateur (Fig. 11a, cercles).

Le transfert trophique du cadmium
Suite a un repas de l'une ou l'autre des proies, le prédateur S. velata a initialement perdu
rapidement le Cd ingéré, principalement sous la forme de féces, puis le taux de perte a diminué
a mesure que la perte physiologique du Cd devenait la seule contribution dans le déclin de son
contenu en Cd (fig. 10). Les courbes de perte pour les proies exposées au métal pour différentes
périodes de temps était sommes toutes similaires, quoi qu’une certaine tendance est apparue
pour le prédateur de retenir moins de Cd lorsqu’il avait consommé C. riparius qui avait été
exposée pour une plus courte durée de temps (fig. 10), cette tendance n’était toutefois pas

significative (p > 0,05).
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Courbe de réténtion du Cd dans te temps chez le prédateur $. velata suite a la consommation (au

temps 0) d’un repas contaminé, soit de T. tubifex, soit de C. riparius, ayant été exposés au Cd pour

différentes périodes de temps.
En utilisant les données de perte de S. velata (fig. 10), nous avons estimé (voir la section
méthodes) I’efficacité avec laquelle le prédateur assimilait le Cd de ses proies. Le métal a été
assimilé efficacement (fig. 11, cercles) avec un minimum moyen de 46% (pour T. tubifex), une
valeur se rapprochant de celle reportée pour S. velata nourrit avec le chironomide
Cryptochironomus sp. (-50% ; Roy et Hare, 1999). Les efficacités d’assimilation pour des repas
de C. riparius (-72%) sont encore plus élevées que celles de T. tubifex (fig. 11, cercles). Des
valeurs observées pour l’assimilation du Cd chez plusieurs autres invertébrés aquatiques sont

dans la gamme de celles mesurées ici pour S. velata, par exemple, la larve de Chaoborus
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americanus se nourrissant de copépodes (58%; Croteau et al. 2001 ; Orvoine et al. 2006), une
mite d’eau nourrie avec C. riparius (61% ; Timmermans et al. 1992), une crevette avec une
diete d’amphipodes (~62% ; Seebaugh et al. 2006) et le crustacé Mysis relicta se nourrissant de '
Daphnia magna (72% ; Smokorowski et al. 1998).
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Figure 11.

Efficacités d’assimilation (%, moyennes + ES, n = 5) du Cd par S. velata lorsque nourri avec T. tubifex
ou bien C. riparius comparativement au pourcentage de Cd qui est possiblement disponible, tel que
prédit par le fractionnement subcellulaire des proies (moyennes + ES, n = 4): les triangles
représentent le cas ol le métal disponible est présent dans la fraction cytosolique des proies (HDP +
HSP), alors que les cercles considérent le métal disponible comme étant la somme des fractions
cytosoliques et de la fraction organites (Org) des proies. Les valeurs a proximité des points de
données représentent les durées de temps (jours) pour lesquelles les proies ont été exposées au Cd.
La ligne pointillée est une relation 1:1. Les lignes hachurées et pleines sont des régressions linéaires
posées sur chacun des cas expliqués ci-haut.
Pour certaines combinaisons d’organismes prédateurs-proies, 'efficacité d’assimilation du Cd
est reconnue, d’une part, pour étre dépendante de la concentration dans les proies. Donc,
lorsque les concentrations en Cd dans les proies sont élevées, le pourcentage d’assimilation par
le prédateur est plus faible (Reinfelder et al. 1998 ; Xu et al. 2001 ; Guan et Wang, 2004 ;
Seebaugh et al. 2005). Nos résultats suggérent que ce n’est pas le cas pour S. velata puisque,
pour une proie donnée, l'efficacité d’assimilation du Cd n’était pas reliée a la durée de
U’exposition au Cd de la proie, cette derniére étant directement reliée a la concentration de la
proie (fig. 7).
D’autre part, Uefficacité d’assimilation du cadmium a aussi été démontrée comme étant
dépendante de la disponibilité du métal chez les proies. En effet, nos données suggérent qu’il y
a une relation fortement positive (p < 0.001) entre Uefficacité d’assimilation du Cd a partir
d’une proie donnée et le pourcentage du Cd qui est associé aux somme des fractions

d’organites, de HDP et de HSP de la proie (fig. 11). Cependant, la relation entre ces variables
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s’avere étre inférieure a 1:1 (fig. 11, cercles), ce qui suggére que Uune de ces fractions ne
serait pas entiérement disponible au prédateur. Tel que discuté plus haut, la fraction organites
de T. tubifex serait probablement un amalgame de chloragosomes et de lysosomes qui varient
largement en structure et en fonction et donc influencerait la facilité avec laquelle le Cd s’en
dissocierait dans te tractus du prédateur. Si nous considérions uniquement le Cd dans le cytosol
des proies (fig. 11, triangles), nos points de données pour C. riparius se retrouveraient plus pres
de la ligne 1:1 (les organites contenant seulement 5% du Cd) tandis que les points pour T.
tubifex tomberaient maintenant au-dessus de la ligne 1:1. Ce résultat suggére donc qu’une
partie, mais pas tout le Cd dans la fraction organites, est disponible a l’assimilation par le
prédateur. La meilleure fagon de positionner les points sur la ligne 1:1 est lorsque nous
assumons que 45% du Cd dans la fraction organites de T. tubifex est disponible au prédateur
(fig. 12a, triangles).
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Figure 12.

a) Efficacités d’assimilation (%, moyennes + ES) du Cd par S. velata lorsque nourri avec T. tubifex ou
bien C. riparius comparativement au pourcentage de Cd qui est possiblement disponible, tel que
prédit par le fractionnement subcellulaire des proies (moyennes + ES) : les cercles considérent le
métal disponible comme étant la somme des fractions cytosoliques (HDP + HSP) et de la totalité
{100%) de la fraction organites (Org) des proies ; les triangles représentent le cas ou le métal
disponible est présent dans la fraction cytosolique des proies en plus de 45% de la fraction organites.
b) Pourcentage représentant les féces produites a partir du Cd total ingéré via les proies par le
prédateur S. velata comparé aux pourcentages de Cd chez les deux proies qui est possiblement non-
disponible a I’assimilation par le prédateur. Les cercles référent a un cas ol le Cd non-disponible se
retrouve dans les fractions débris + granules des proies ; les triangles considérent un scénario ol un
55% de Cd additionnel provenant de la fraction organites n’est pas disponible au prédateur. lLes
valeurs a proximité des points de données représentent les durées de temps (jours) pour lesquelles
les proies ont été exposées au Cd. Les lignes pointillées sont les relations 1:1.

Nous pouvons tester ’hypothése qu’une partie seulement du Cd dans la fraction organite est
disponible pour ’assimilation au prédateur en comparant les proportions de Cd mesurées dans

les feces du prédateur (i.e. métal non-absorbé) avec les proportions de Cd de la proie qui sont
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susceptibles d’étre résistantes a la digestion. Tel que prédit, te % de Cd présent dans les féces
de S. velata était directement relié (p < 0.001) a la somme des pourcentages présent dans les
fractions subcellulaires de la proie qui sont reconnues pour étre non-assimilables par un
prédateur a digestion simple (fractions débris + granules) (fig. 12b, cercles). Donc, si nous
assumons tel que décrit précédemment, que 55% de la fraction organites n’est pas assimilée,
alors les points pour T. tubifex se retrouvent trés prés de la ligne 1:1 (fig. 12b, triangles).
Wallace et al. (1997) ont nourri la crevette Paleomonetes pugio avec une fraction pure
d’organites provenant d’oligochétes exposés au cadmium (Limnodrilus hoffmeisteri) et ont
trouvé que le prédateur n’assimilait que 70% du Cd associé a cette fraction. Ces données
supportent U'idée que la fraction organites est un amalgame hétérogéne de particules variant

dans leur digestibilité par le prédateur.
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2. EXPERIENCES AVEC LE SELENIUM

2.1 Le sélénium dans la proie T. tubifex

Suite a une exposition de 12 jours dans les sédiments et a 'eau surnageante contaminés en Se,
les concentrations en Se chez U'oligochéte T. tubifex ont augmenté d’environ 50% (jusqu’a ~90
nmol g ou 7 pg g') (fig. 13a). Par la suite, les concentrations en Se sont demeurées a peu prés
constantes (fig. 13a) tout comme les concentrations de cet élément dans les différentes
fractions subcellulaires (fig. 14a). Nous n’avons pu trouver d’autre publication concernant des
mesures de Se chez les oligochétes d’eau douce avec lesquelles nous aurions pu comparer nos
résultats. La distribution des proportions de Se a Uintérieur des fractions subcetlulaires a trés
peu varié entre les jours 12 et 28 (fig. 15a) et les diverses fractions se classent comme suit
(moyenne + ES, p < 0.05; Kruskall-Wallis puis comparaisons multiples avec Student-Newman-
Keuls (SNK)) : débris (-36% « 9%) ~ HSP (29% + 7%) > organites (23% + 2%) > HDP (11% + 2%) >
granules (1% £ 0.5%). Une minorité (~40%) du Se total était localisé dans le cytosol de ces vers
(HDP + HSP). Si nous présumons que seul le Se cytosolique et celui dans la fraction organites
peuvent étre assimilé par un prédateur (Wallace et al. 2003), alors la majorité (~63%) du Se chez

T. tubifex devrait étre disponible a S. velata.
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Figure 13.

Changement temporel des concentrations totales de Se (moyennes + ES, n = 4 échantillons composés)
des deux espéces de proies exposées dans des microcosmes dont les sédiments étaient contaminés au
Se.
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Figure 14,

Concentrations de Se (moyennes + ES, n = 4) dans les 5 fractions opérationnellement définies de
proies qui ont été exposées au Se durant 28 jours (T. tubifex, a) ou 20 jours (C. riparius, b).
Fractions: débris, granules (Gr), organites (Org), HDP (protéines dénaturées a la chaleur), et HSP
(protéines stables a la chaleur). Les lettres différentes indiquent une différence significative (p <
0.05) entre les moyennes. '

2.2 Le sélénium dans la proie C. riparius

L’accumutation du sélénium chez la larve de Uinsecte C. riparius s’est faite de maniére linéaire
pendant les 20 jours d’exposition (fig. 13b). Les concentrations de Se maximales atteintes a ce
terme (-17 nmol g ou 1.3 pg g') étaient environ 5 fois plus faibles que celles rencontrées chez
T. tubifex. Des concentrations de Se beaucoup plus élevées que nos mesures ont été obtenues
dans une autre étude avec Chironomus decorus (400 nmol g aprés 4 jours d’exposition ; Alaimo
et al. 1994). Dans les fractions subcellulaires, les concentrations en sélénium chez C. riparius
ont augmenté graduellement au fil du temps (fig. 14b). En regardant les proportions relatives
des fractions, celles-ci se classaient ainsi par ordre d’importance (moyenne * ES ; p < 0.05,
méme test statistique que ci-haut) : débris (~37% + 3%) > HDP (~28% + 3%) > HSP (-19% + 1%) >
organites (~14% + 1%) > granules (~2% + 0.4%). Une légere tendance a la baisse a été remarquée
du c6té des proportions de Se dans la fraction HDP alors qu’une hausse a été notée dans la
fraction débris (fig. 15b). Le Se cytosolique contribuait pour ~47% du total, alors que la
proportion de Se dans C. riparius qui était potentiellement disponible pour le prédateljr était
~-61%. Cette derniére valeur est quasi identique a la valeur obtenue pour T. Tubifex (~63%).
L’importance relative du Se dans les deux fractions protéiques (HDP + HSP) était inversée en

comparant les deux espéces de proies.

27



CHAPITRE it - RESULTATS ET DISCUSSION - LE SELENIUM
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Figure 15.

Pourcentages de Se (moyennes, n = 4) dans les cing fractions subcellulaires qui ont été isolées a
partir de proies exposées au Se pour différentes durées. Org = organites, HDP = protéines dénaturées
a la chaleur, HSP = protéines stables a la chaleur.

2.3 Le transfert trophique du sélénium :

La dépuration du Se chez le prédateur Sialis velata, lorsque nourri avec‘l’une ou l'autre des
proies, montrait un modéle de perte caractérisé par deux phases ; soit une perte rapide
engendrée par Uévacuation du tractus digestif du contenu contaminé au Se, puis un
ralentissement lorsque la perte physiologique est devenue dominante (fig. 16). Les pertés du Se
par les féces semblait plus rapide suite a un repas de C. riparius (2 jours) comparativement a T.
tubifex (3-4 jours). La durée d’exposition des proies semblait avoir peu d’influence sur la perte
de Se chez le prédateur, avec U'exception apparente des données obtenues pour T. tubifex
contaminé pendant 28 jours (fig. 16a) pour lequel I’activité dans les féces a confirmé une perte
rapide du °Se entre les jours 2 et 3. Il est difficile d’expliquer cette perte sauf pour dire qu’elle
n’était pas due aux différences de répartition subcellulaires chez les proies qui ont été
consommées puisque les modéles de distribution subcellulaire du Se chez les proies exposées
durant 28 jours ne différaient pas substantiellement des proies exposées durant 12 ou 28 jours
(fig. 15). Afin d’éliminer la possibilité que les différences chez les proies puissent étre a la

source de cette anomalie apparente, nous avons nourri un prédateur individuel, qui n’avait pas
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été pré-exposé au Se via des proies contaminées, avec un repas de vers ayant été exposé au Se
pendant 28 jours ; la tendance de perte pour cet individu s’est révélé étre tres similaire a celui

des prédateurs qui avaient ingéré des proies exposées pendant 20 jours (fig. 17).
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Figure 16.

Courbe de rétention du Se dans le temps chez le prédateur S. velata suite a la consommation (au
temps 0) d’un repas contaminé, soit de T. tubifex (a) ; soit de C. riparius (b), ayant été exposés au
Se pour différentes périodes de temps. Valeurs moyennes  ES pour différents groupes de S. velata
(pour T. tubifex n =7, alors que pour C. riparius n = 8 (4 j), 4 (12 j) ou 3 (20 j)).

100 ¢
® 12
;
80 | v 28
+ S velata

60 | é § individuel 28*

% de Se ingéré retenu par S. velata

LA
0 { ;
4
20 -
0 . . . .
0 2 4 6 8 10

Jours aprés le repas

Figure 17.

Courbe de rétention du Se dans le temps chez le prédateur S. velata {moyennes = ES) suite a la
consommation (au temps 0) d’un repas contaminé de T. tubifex ayant été exposés au Se pour
différentes périodes de temps. Les symboles en croix indiquent Uindividu non-contaminé qui avait été
nourr avec un repas de T. tubifex exposés durant 28 jours.
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En utilisant ces données de perte du Se, nous avons pu estimer ’efficacité de transfert du Se
entre proie et prédateur. Sialis velata a assimilé la majorité du Se qui était présent dans les
deux types de proies, avec des efficacités d’assimilation moyennes pour tous les temps
d’exposition de ~70% pour T. tubifex (en excluant les données du jour 28 dans la figure 16a) et
~62% pour C. riparius. Nous avons trouvé que les efficacités d’assimilation n’étaient pas
dépendantes de la durée d’exposition des proies (p > 0,05) pour l'une ou 'autre des proies, ce
qui est en accord avec la constance de la répartition subcellulaire du Se dans le temps chez les
proies. Néanmoins, les concentrations de Se chez C. riparius ont augmenté dans le temps (fig.
13b), ce qui n’a pourtant pas amené une réduction dans U'efficacité d’assimilation (fig. 16b) tel
qu’on l’a reporté chez certains invertébrés prédateurs (Xu et al. 2001 ; Guan et Wang, 2004 ;
Seebaugh et al. 2005).

Les données, trop peu nombreuses, qui sont disponibles concernant les estimations de
Uassimilation du Se par les invertébrés aquatiques prédateurs suggérent généralement que le Se
provenant des proies est assimilé de maniére efficace. Ainsi, les mysides et les balanes (des
crustacés) assimilent la majeure partie du Se présent dans des copépodes (61-73% (Schlekat et
al. 2004) et 74% (Rainbow et Wang, 2001), respectivement), ce qui est similaire aux résultats de

notre étude concernant S. velata (62-70%).

La proportion moyenne de Se chez les proies qui était disponible a la prise en charge par le
prédateur (~62%) est trés similaire a efficacité d’assimilation moyenne pour le Se contenu dans
les deux types de proies (~66%), ce qui laisse présager qu’une variable peut étre utilisée dans le
but de prédire autre. Toutefois, les valeurs prises individuellement pour chaque temps
d’exposition et espéce de proie ne tombent pas exactement sur une relation 1: 1 entre le
pourcentage de Se qui est potentiellement disponible au prédateur (HDP + HSP + organites) et
Uefficacité d’assimilation (fig. 18), suggérant ainsi que la distribution subcellulaire du Se chez
les proies peut étre utilisée afin d’obtenir une approximation de U’efficacité d’assimilation par

le prédateur, mais n’est pas un prédicateur parfaitement exact.
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Figure 18.

Moyennes (+ ES) de Uefficacité d’assimilation du Se par S. velata lorsque nourri avec T. tubifex ou C.
riparius comparativement au pourcentage de Se qui est potentiellement disponible tel que prédit par
le fractionnement subcellulaire des proies (ce qui correspond a la somme des fractions organites, HDP
et HSP). Les nombres entre parenthéses indiquent la durée d’exposition des proies (jours). Deux
valeurs sont montrées pour T. tubifex exposés au Se pendant 28 jours ; les prédateurs ayant ingéré,
auparavant, 2 repas contaminés au Se (28), et un individu qui n’avait ingéré aucun repas contaminé
auparavant (28%).
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3. CALCUL DE L’EFFICACITE D’ASSIMILATION

La méthode que nous avons choisie pour calculer Uefficacité d’assimilation de S. velata (en
intégrant les valeurs pour la perte physiologique dans le temps a 'aide d’une régression non-
linaire ; voir section 2.1 et chapitre Il - Méthodes) donne généralement des résultats plus
élevés que lorsque U’approche du simple ratio est utilisée (quantité retenue aprés digestion /
quantité ingérée (%) ; Wallace et Lopez, 1997) (fig. 19, triangles). Xu et al. (2001) Uont aussi
observé en utilisant la méthode du bilan de masse. Par la méthode « ratio », la moyenne des
efficacités d’assimilation (EA) du Cd pour un repas de T. tubifex est de ~38% et pour C. riparius,
on obtient ~69%. Pour le sélénium, on obtient donc une EA de 59% pour un repas de T. tubifex et
une EA de ~55% lorsque C. riparius a été offert. Ainsi la différence entre les deux méthodes est
d’environ 5 a 10%. La méthode que nous avons choisie semblerait donc mieux considérer
I'assimilation dans un cas ou la perte de U'élément par le compartiment physiologique du
prédateur se ferait plutot rapidement (ex. diéte de C. riparius et Se, fig. 16b), tout en évaluant
adéquatement un cas ou, suite a I’évacuation du matériel non-absorbé, la perte par excrétion
serait quasi-négligeable (ex. C. riparius et Cd, fig. 10b).
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Figure 19.

Efficacités d’assimilation (%, moyennes + ES) du Cd (a) ou du Se (b) par S. velata lorsque nourri avec
T. tubifex ou bien C. riparius comparativement aux pourcentages de ces éléments qui sont
potentietllement disponibles (la somme des fractions cytosoliques (HDP + HSP) et organites) des proies
(moyennes + ES). Les cercles représentent les valeurs d’efficacité d’assimilation calculées par
régression non-linéaire (A = AE e-®)) des valeurs qui représentent la perte physiologique et les
triangles représentent les valeurs d’efficacité d’assimilation calculées par la méthode du ratio
élément ingéré / élément retenu (%) apreés l’égestion du matériel non-assimilable (féces). Les lignes
pointillées sont les relations 1:1.
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4. LECd, LE Se ... ET LA DIGESTION

Globalement, la moyenne d’efficacité d’assimilation (EA) de U’élément non-essentiel (le Cd) était
de ~60% pour une proportion moyenne de Cd potentiellement disponible chez les proies d’environ
72%. Du c6té du Se, un élément essentiel, on obtenait -66% d’assimilation pour une proportion de
Se potentiellement disponible chez les proies de ~62%. Ces efficacités d’assimilation sont donc trés
semblables, quelle que soit la nature de U’élément trace. A la lumiére d’études antérieures
réalisées avec le Se et étant donné son caractére essentiel, on aurait pu penser que S. velata
aurait assimilé le Se de facon plus efficace que le Cd. En effet, Reinfelder et Fisher (1991 et 1994)
ont réalisé des études avec des copépodes et des larves de bivalves chez lesquels on a trouvé des
EA de ~80% et 97-100%, respectivement, pour le Se provenant d’algues contaminées. Ils ont aussi
pu relier significativement (~1:1) U’assimilation au pourcentage de Se ou de Cd associé au
cytoplasme des algues ingérées. Dans cette étude, le temps de passage dans le tractus des animaux
expérimentaux était trés court, soit < 30 min pour les copépodes et < 24 h pour les larves de
bivalves. Ces temps de résidence sont inférieurs a ceux de S. velata dans notre expérience (-48 h).
Toutefois, il faut effectuer de telles comparaisons avec précaution puisque les mécanismes de
digestion (enzymes, digestion intra- et extra-cellulaires, pH, etc.) sont sans doute différents entre
carnivores et herbivores. Ainsi, on aurait pu imaginer que les éléments dans les proies qui sont
vraisemblablement associés a des formes plus réfractaires a {a digestion (fraction débris ou
granules) auraient pu étre assimilés avec un plus fort pourcentage étant donné le long temps de
passage de la nourriture dans le tractus de S. velata. En effet, plus le temps est long, plus les
métaux risquent de devenir labiles et donc plus biodisponibles. Il serait intéressant de tenter
d’autres expériences avec le prédateur S. velata nourri avec des proies dont la proportion
d’éléments dans la fraction potentiellement disponible (organites + HDP + HSP) varierait sur une
plus grande fourchette de valeurs que dans U’expérience présente. D’autre part, le pH dans le
tractus et la nature chimique de U’élément trace (Cd, cation ; Se, anion) auront certainement une
influence sur sa solubilisation et sur sa spéciation dans le systéme digestif du prédateur. La forme
résultante sera donc plus ou moins assimilable. Somme toute, le Se semble étre régulé de maniére

davantage efficace que le Cd, probablement a cause de sa nature essentielle.

En utilisant les mémes proies et prédateurs que dans cette étude, des mesures d’efficacité
d’assimilation ont été réalisées pour d’autres éléments traces. Sialis velata assimilait la majorité
du Cd (-60%) et du Se (~66%) aussi bien que le Ni et le Tl (~70% ; Dumas et Hare, 2007) présents
dans les proies C. riparius et T. tubifex (fig. 20). Ces efficacités d’assimilation pour une larve
d’insecte se révélent donc étre supérieures a celles généralement trouvées chez d’autres especes

de prédateurs tels que les poissons (Van Campenhout et al. 2007 ; Zhang et Wang, 2006).
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Figure 20

Efficacités d’assimilation du Cd, Ni, Se et Tl par Uinsecte prédateur S. velata lorsque nourri avec les
proies T. tubifex ou C. riparius exposées a des sédiments et a leur eau surnageante contaminés avec
ces éléments traces.
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CONCLUSIONS

Nous avons mesuré temporellement les distributions subcellulaires du Cd chez Uinsecte C. riparius
et chez le ver T. tubifex et avons mis en lumiére que cetles-ci étaient directement reliées a
Uefficacité avec laquelle la mouche des aulnes S. velata assimilait te Cd de ces proies. Le modéle
de distribution du Cd dans les différentes fractions différait selon le type de proie. Toutefois, pour
une espéce de proie donnée, ces proportions demeuraient plut6t stables pendant toute la durée de
I’exposition aux sédiments contaminés. La majorité du Cd chez C. riparius était associée a la
fraction cytosolique des cellules, et donc était facilement assimilée par le prédateur. Une portion
substantielle du Cd dans le ver T. tubifex était liée a la fraction organites, et une partie de ce Cd
n’était pas disponible a [’assimilation par S. velata, tel que démontré par les plus faibles valeurs
d’efficacité d’assimilation obtenues pour ce type de proie. La somme des fractions organites, HDP
et HSP surestimait la prédiction de Uefficacité d’assimilation par S. velata, plus spécialement
lorsque nourri avec l'oligochete. En résumé, 'assimilation du Cd différait selon le type de proies et
cette différence était reliée au fractionnement subcellulaire du Cd chez ces proies. Or, nos
résultats suggérent que certaines fractions des proies contiennent un mélange de particules de
divers types qui varient dans la facilité avec laquelle te Cd qui y est lié peut en étre dissocié et

assimilé dans le tractus atimentaire du prédateur.

En ce qui a trait au sélénium, les proportions moyennes de Se dans les deux types de proies qui
étaient potentiellement disponibles a S. velata étaient trés semblables (~61% et -63% pour C.
riparius et T. tubifex, respectivement) et demeuraient stables dans le temps. Ces proportions se
rapprochaient beaucoup de Uefficacité d’assimilation moyenne pour le Se provenant des deux
espéces de proies (~66%), ce qui suggére qu’une variable pourrait étre utilisée pour prédire U'autre.
Ainsi, en considérant U’ensemble de nos résultats, ceux-ci ont montré que la distribution
subcellulaire du sélénium chez les proies peut étre utilisée afin d’obtenir une approximation de
Uefficacité d’assimilation du Se par le prédateur, mais ne prédisait pas aussi bien que dans le cas

du cadmium.
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PERSPECTIVES DE RECHERCHE

L’entrée des éléments traces par la voie de la nourriture est une facette de la bioaccumulation
qu’il ne faut pas négliger lorsqu’on considére la prise en charge de contaminants par des animaux
prédateurs. Dans ce projet, nous avons mis en lumiére le fait que les mécanismes de détoxication
chez les proies semblent jouer un réle clé qui déterminera 'importance de "accumulation au
niveau trophique supérieur. De facon générale, il importerait de connaitre davantage les processus
cellulaires qui interagissent avec les éléments, qui créeront certaines associations, et dont la

résultante sera "accumulation dans l’un ou 'autre des compartiments de la cellule.

La méthode de centrifugation différentielle utilisée dans ce projet pour isoler les divers
compartiments cellulaires permet d’évaluer opérationnellement U'accumulation au niveau
cellulaire dans un animal donné. Cependant des questionnements quant a Uidentité exacte et a la
pureté des fractions obtenues demeurent en suspens. De plus, la technique d’homogénéisation
étant l’étape cruciale dans le protocole, sa réalisation de fagon inadéquate pourrait amener le bris
de certains organites, tels que les mitochondries, qui pourraient libérer leur contenu. Il
conviendrait donc de s’assurer de Uintégrité des organites au terme du processus. Aussi, il serait
avantageux d’adopter des protocoles standardisés qui permettraient de faire de véritables
comparaisons entre les études, puisqu’a ce jour, il existe de multiples variantes dans les protocoles

de fractionnement subcellulaire.

Comme nous ’avons vu dans le cas du Cd, la composition des fractions telles que les granules, les
lysosomes et les organites semble plutdt hétérogéne et devrait étre explorée davantage. La
fraction « débris cellulaires » qui contient souvent une forte proportion d’éléments est aussi
particuliérement mal définie. Plus de connaissances sur ces fractions plutot obscures aideraient
donc a comprendre d’une part les mécanismes de détoxication de la proie, mais contribueraient
tout autant a mieux prédire le potentiel de transfert d’un élément vers un prédateur. Les
conditions dans le tractus digestif des prédateurs comme Sialis velata (pH, enzymes digestives,...)
seraient aussi des données intéressantes a connaitre lors de mesures d’efficacité d’assimilation en
laboratoire. De plus, puisqu’en nature on retrouve rarement un seul type de contaminant,
'interaction entre ceux-ci devrait étre davantage étudiée au niveau du tractus des animaux. A
titre d’exemple, on sait que le sélénium a un effet protecteur sur la toxicité du Cd chez les rats
(Wahba et al. 1993) et aurait un effet antagoniste sur Uassimilation du Hg chez les invertébrés et
les poissons (Belzile et al. 2006, Chen et al. 2001). On pourrait bien sir étudier U'effet de la

combinaison de divers éléments traces, qu’ils soient essentiels ou non.

La variable « efficacité d’assimilation » (AE) utilisée dans la modélisation de ’accumulation d’un

contaminant pourrait étre influencée elle-méme par d’autres variables. Afin de mieux mesurer
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Ueffet de celles-ci, des expériences pourraient étre faites sur ’impact de la quantité de nourriture
ingérée et sur sa qualité (valeur protéique, si on pensait au sélénium) ou encore sur des
concentrations variables en éléments pour un seul type de proie, par exemple. De plus, en
travaillant avec des concentrations plus élevées dans les proies que celles que nous avons
expérimentées ici, il serait intéressant de voir les niveaux de Cd ou de Se qui engendreraient une
réponse toxique chez S. velata et de tenter de relier [’effet toxique a la distribution subcellulaire
de 'élément chez S. velata. On pourrait aussi évaluer les effets d’une pré-exposition du prédateur
a un élément sur 'efficacité d’assimilation de celui-ci, lors d’expériences subséquentes avec de la
nourriture contaminée. En utilisant T. tubifex et C. riparius, on pourrait aussi imaginer des

expériences avec d’autres espéces de prédateurs tels que des odonates.

Pour les invertébrés benthiques qui se nourrissent de sédiments, tels que T. tubifex et C. riparius,
la spéciation du sélénium dans leur milieu (e.g., Se organique versus Se inorganique) pourrait
amener une variation de leurs concentrations en Se a l’état stationnaire, mais aussi des
distributions subcellulaires différentes. On pourrait donc mesurer cette répartition subcellutaire du
Se chez des organismes exposés a des sédiments ou la spéciation du Se est controlée. De plus, on
pourrait aller chercher des données plus précises quant au type d’acide aminé (séléméthionine,
sélénocystéine) ou encore au type de protéine (glutathione, MT) auquel est associé le nouveau

sélénium accumulé.

Clairement, plus d’expériences devraient étre réalisées pour mieux comprendre les mécanismes
derriére U'accumulation et le transfert trophique des éléments traces chez les invertébrés d’eaux
douces, particuliérement en ce qui a trait a "accumulation du sélénium. De cette facon, nous
aurons de plus vastes connaissances qui nous permettront de raffiner les modeéles utilisés pour

prédire ’accumulation des éléments traces chez les animaux aquatiques.
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ANNEXE 1 - Distribution subcellulaire et transfert trophique

Le stockage des métaux, soit dans les protéines ou encore dans les granules des cellules des proies -
peut affecter différemment la biodisponibilité chez les prédateurs. La biodisponibilité des granules
riches en métal présentes chez les proies a été démontrée comme étant négligeable ou
substantiellement réduite lorsque consommées par un prédateur (Wallace et al. 1998, 2003 ; Wang
et Fisher 1999 ; Nott et Nicolaidou, 1990). Cette biodisponibilité des granules des proies peut
cependant varier selon les métaux et le type de granute impliqué ainsi que selon la physiologie de
la digestion du prédateur (pH du tractus, temps de rétention,..) (Nott et Nicolaidou, 1990).
Reinfelder et Fisher (1991), ont démontré que des copépodes ont assimilé tout le métal qui était
associé au cytosol du phytoplancton avec lequel ils avaient été nourris (figure 21a). Plus tard,
Reinfelder et Fisher (1994), ont aussi démontré la méme relation, cette fois, avec des larves de
bivalves (figure 21b). Des travaux de Wallace et Lopez (1996, 1997) ont mis en évidence que des
crevettes assimilaient de la méme maniére les métaux liés au cytosol de leurs proies, des

oligochétes.
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ABSTRACT

Uptake of trace metals by aquatic predators is reported to be explained in part by the
distribution of these contaminants in the cells of their prey. Detoxification strategies being
species specific, we set out to determine if cadmium (Cd) assimilation by an aquatic predator,
the alderfly Sialis velata (Megaloptera), differs between two prey types, the insect Chironomus
riparius (Diptera) and the oligochaete Tubifex tubifex. We held these prey species for various
lengths of time in Cd-contaminated sediments and then fractionated prey to determine the
distribution of Cd in their cells. Cadmium in T. tubifex was distributed as follows: debris (35%)
> organelles (27%) > heat denatured proteins (HDP, 22%) > heat stable proteins (HSP, 12%) >
granules (2%), whereas in C. riparius the proportions were: HDP (39%) ~ HSP (37%) > debris
(13%) > organelles (5%) ~ granules (5%). These proportions varied little over time (4-28 days) in
both prey taxa. The predator assimilated Cd readily from both prey types, although mean (+
SE) assimilation efficiencies were greater from the insect (72 + 5%) than from the oligochaete
(46 = 3%). These assimilation efficiencies were similar to the proportion of prey Cd that would
theoretically be available to a predator, that is, the sum of the organelles, HDP and HSP
fractions. However, to obtain an exact 1:1 relationship between predator assimilation
efficiency and prey subcellular distribution we needed to assume that approximately half of
the Cd associated with the organelle fraction of T. tubifex is present as refractory particles
that are unavailable for digestion by the predator. Measurements of Cd in predator feces
supported this assumption. Overall, Cd was readily transferred between the two trophic levels

and the proportion transferred could be predicted on the basis of Cd subcellular partitioning in

prey.



2° PARTIE - ARTICLE 1 - LE CADMIUM

INTRODUCTION

Sediments in aquatic ecosystems can be an important sink for trace metals (Hare and Tessier,
1998, Selck et al. 1998) such that these contaminants are accumulated by, and can have toxic
effects on, benthic organisms (Borgmann et al. 2004). Animals living in the water column above
sediments can be affected in two ways. First, a decline in benthic production could limit fish
populations (Campbell et al. 2003). Second, benthic animals could act as a vector for the
transfer of trace metals to higher trophic levels where these contaminants could have toxic
effects. Indeed, it is now acknowledged that for many aquatic animals, including fish, food can

be a major source of potentially toxic trace metals (Hare et al. 2003; Meyer et al. 2005).

Many parameters have to be considered when assessing the availability of trace metals in an
animal’s food. First, conditions related to the consumer such as its gut morphology, gut transit
time and digestive chemistry will influence trace metal uptake (Hare, 1992; Meyer et al. 2005).
Second, the manner in which the metal is bound in the food matrix will influence the ease with
which digestive processes can solubilize the metal and make it available for uptake by the gut
wall. Several studies have shown that the availability of metals in prey can be estimated using
simple fractionation techniques, the results of which indicate how metals are likely to be
partitioned within prey cells. Thus metals associated with proteins in the cell cytosol have been
shown to be more available to predators than those associated with insoluble components such
as granules or cell membranes (Nott and Nicolaidou, 1990; Reinfelder and Fisher, 1991, 1994;
Wallace and Lopez, 1996, 1997; Wallace et al. 2003; Seebaugh and Wallace, 2004; Giguére et
al. 2006; Cheung and Wang, 2005; Seebaugh et al. 2005, 2006; Zhang and Wang, 2006).
Understanding the speciation of metals in food will lead to better estimates of their availability
to predators, thereby resulting in more realistic predictions of metal transfer along food chains

and effects at higher trophic levels.

We measured the distribution of cadmium (Cd) in the cells of two prey types and its influence
on Cd assimilation by a predator. We chose Cd because it is a priority pollutant that is readily
accumulated by aquatic animals (Hare et al. 1991) and causes toxic effects in lakes impacted
by this metal (Borgmann et al. 2004; Campbell, 2006). We compared Cd assimilation by the
alderfly Sialis velata (Insecta, Megaloptera) from two common prey types, the insect
Chironomus riparius (Diptera) and the oligochaete Tubifex tubifex; both prey types are
consumed by this predator in nature (Locklin et al. 2006) and Sialis larvae accumulate the
majority of their Cd and other trace metals from their prey (Roy and Hare, 1999; Croisetiére et
al. 2006). We investigated how the subcellular distribution of Cd differs with prey type and
prey Cd-exposure duration and how these differences influence Cd assimilation by the
predator.
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METHODS

Invertebrate collection and culture

We collected larvae of the alderfly S. velata in Lake St. Joseph (46°55’N, 71°40°W), Quebec, at
a depth of 4.5 m, using an Ekman grab and a 1-mm mesh-aperture net to separate larvae from
sediment. In the laboratory, larvae were held individually in 40 ml plastic containers, in lake
water, at 10 °C. Chironomus riparius was cultured in our laboratory on fine sand from egg
masses obtained from the Centre d’Expertise en Analyse Environnementale du Québec
(Quebec, QC). Tubifex tubifex were purchased from Aquatic Research Organisms (Hampton,
NH, USA) and kept in aquaria containing un-sieved sediment from Lake St. Joseph. Both prey
types were exposed to a 16 to 8 light to dark photoperiod, maintained in reconstituted water
at 20 °C, and fed Aquatox™ fish food (Aquatic Eco-systems Inc., Apopka, FL, USA). The

predator was fed 1-2 uncontaminated prey per week (either T. tubifex or C. riparius).

Exposure of prey to Cd

Un-sieved sediments (uppermost 10 cm) from the S. velata collection site were spiked with
stable Cd and the radiotracer 'Cd giving a nominal total sediment Cd concentration of 265
nmol g dry-weight (specific activity of 0.7 uCi nmol™ of total Cd). This Cd concentration is
environmentally realistic since Cd is present at this concentration in sediments from lakes
located near metal smelters (Arafat, 1985; Andres et al. 1998; Hare and Tessier, 1998;
Borgmann et al. 2004; Croisetiére et al. 2006). Sediments were held at 10 °C and mixed 3 times
per week for 1 month. To minimize the quantity of radioactive waste, contaminated sediment

was reused for several experiments over an 8 month period.

We poured 150 ml of contaminated sediment (5 ml (individual prey)") into 1 | high-density
polyethylene (HDPE) bottles and then carefully added 600 ml of reconstituted water so as to
not resuspend sediment. For T. tubifex we used reconstituted water having major ions at
concentrations similar to those in the soft-waters of Lake St. Joseph (82 pyM Ca, 25 pM Mg, 62
UM Na, 5 pM K; hardness of 11 mg/l as CaCO;), whereas for C. riparius we used harder water
(28 mg/l as CaC0;) because this insect grew faster under such conditions. Bottles were left for
1 week prior to the addition of prey and prey were acclimated at 10 °C for 1 d prior to
exposure. All experiments were conducted at 10 °C to prevent insect emergence. The pH of
water during the Cd exposures was 6.5. After exposure for 4, 12, 20 or 28 d, prey were
removed from three containers then depurated for 5 h in non-radioactive sediment from Lake
St. Joseph and transferred to clean water for another 18-20 h to evacuate all sediment from

their gut. Approximately 80 individuals were frozen at -80 °C in micro-centrifuge tubes for
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later subcellular fractionation. In addition, contaminated prey were removed on days 12, 20,
and 28 (7. tubifex) or on days 4, 12, and 20 (C. riparius), depurated as described above,
weighed, gamma-counted and then offered live to S. velata. The mean (+ SE) individual fresh
weights of prey fed to S. velata were 9.0 + 1.1 mg for T. tubifex and 4.6 + 0.4 mg for C.

riparius.

Cd assimilation by the predator

Prior to Cd exposure, S. velata (91.7 + 4.2 (SE) mg fresh weight) were fed one uncontaminated
C. riparius daily for 4 d and then starved for 3 d. At each exposure time (given above) the
predator consumed sufficient contaminated prey (2) to fill its gut. Prey were consumed whole
within 15 min and there was no measurable loss of radioactivity from prey to water during this
time. Predator '”Cd was measured daily over the following 8 d. During this period, water was
changed daily and S. velata were fed one non-radioactive prey daily for the first 4 d and then
starved for the next 3 d; feces and water were also collected daily and measured for
radioactivity. This feeding procedure was repeated at the times mentioned above. Prior to
'®Cd measurements, invertebrates were rinsed 12 times using 0.1 mM EDTA to remove any

adsorbed radiotracer.

To calculate assimilation efficiency (AE, %), we fit the non-linear regression A = AE e™ (where
A is the percentage of ingested radioactivity remaining in the predator at time t, and b is the
depuration rate constant for physiological Cd loss) to our data for trace element loss after 72 h
(when there was no remaining fecal matter in the predator’s gut) and used the corresponding
y-intercept to estimate Cd AE (Wallace et al. 1998; Wang and Fisher, 1999). Since each
predator received more than one contaminated meal, we corrected for metal loss from
previous meals by assuming that the loss of '®Cd following a T. tubifex meal was linear after
12 d. This correction was unnecessary following a C. riparius meal because when this species

was eaten, physiological Cd loss from the predator was not measurable after 4 d.

Subcellular distribution of Cd in prey

Radioactivity was measured in samples of pooled prey (-85 mg ww for C. riparius and -150 mg
ww for T. tubifex) that were then homogenized manually (25 turns of a 2 ml Potter-Elvehjem
glass homogenizer), on ice, in Tris buffer (25 mmol |', Omnipure 9210, 99.8% purity, adjusted
to pH 7.2 with 35% trace metal-grade HCl) at a tissue to buffer dilution of 1 to 4 for T. tubifex

and 1 to 8 for C. riparius. Homogenized tissues were returned to their initial micro-centrifuge
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tubes and 30 pl aliquots were removed and deposited on pre-weighed pieces of Teflon sheeting

for measurement of total and radioactive Cd (described below).

A fractionation procedure adapted from Wallace et al. (1998), Cain et al. (2004), and Giguére
et al. (2006) was used to separate prey into the following operationally-defined fractions: 1)
cellular debris and nuclei; 2) granules and exoskeleton; 3) organelles and lysosomes; 4) heat-
denatured proteins such as enzymes (HDP); and 5) heat-stable proteins including
metallothionein, glutathione, small peptides and amino acids (HSP). The fractionation
procedure is shown in Figure 1 and can be summarized as follows. The homogenate was first
centrifuged at 800 x g (centriSorvall RC 5C Plus with an HB-4 rotor) to give a pellet that was
then resuspended in 0.5 ml of ultrapure water, heated at 100 °C for 2 min, and digested in 0.5-
mi of 1N NaOH at 70 °C for 1 h. Centrifugation of this digestate at 10,000 x g for 10 min
allowed a solubilized fraction, containing cellular debris and nuclei, to be separated from a
residual fraction that included granules and exoskeleton. The supernatant of the 800 x g
centrifugation was re-centrifuged at 100,000 x g (Beckman TL-100 with a TLA-100.3 fixed-angle
rotor) to yield a pellet containing organelles and lysosomes. The resulting supernatant was held
at 80 °C for 10 min and left on ice for 1 h. A final centrifugation at 50,000 x g (Beckman TL-100
with a TLA-100,3 fixed-angle rotor).yielded a supernatant containing peptides and heat-stable

proteins and a pellet composed of heat-denatured proteins.

Analyses

Radioactivity was measured using a Wallac Nal-well type gamma detector (1480 Wallac Wizard
3). Gamma emissions for '®Cd were determined at 16-32 keV. Counting efficiency (30%) and
sample geometry were considered and counting times were adjusted so that counting error was
< 5 %. The mean sum (2SD) of radioactive Cd in the subcellular fractions was close to the values
measured for whole homogenate prior to fractionation, that is, 90.1% + 4.9% for T. tubifex and
88.1% + 2.0% for C. riparius, suggesting that there was little loss of Cd during the fractionation

procedure.

Before use all labware used for total trace-element analyses was soaked in 15 % HNO; for at
least 12 h, rinsed with ultrapure water and dried under a laminar-flow hood. Frozen aliquots of
homogenized tissues were freeze-dried (FTS Systems™) in micro-centrifuge tubes, weighed,
then digested in trace-metal grade HNO; (100 pul mg™”' dry weight) for 5 d at room temperature.
Then 40 pl of H,0, was added and digestion was allowed to continue for 1 d. Samples were
diluted with 860 pl of ultrapure water prior to measuring total Cd by Inductively Coupled

Plasma - Mass Spectrometry (Thermo Instrument, X7). Samples of a certified reference material
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{National Research Council of Canada TORT-2; lobster hepatopancreas), of comparable weight
to the samples, was submitted to the same digestion procedure. Mean (x SD) recovery of Cd in
samples of Tort-2 was 102 + 4%. Samples of 0.1 g of freeze-dried sediments were digested in 5
ml of HNO; for 5 d at room temperature and then 2 ml of H,0; was added and the digestion was
continued for another day followed by dilution to a final volume of 50 ml. Certified reference
material (National Research Council of Canada MESS-3, marine sediment) was used to verify

digestion efficiency with a mean percentage recovery of Cd of 105 + 2%.

RESULTS AND DISCUSSION

Cadmium in prey

Total Cd concentrations in T. tubifex increased approximately linearly over the 4-week
exposure period (Fig. 2a). Gillis et al. (2004) also observed linear uptake of Cd by this species,
and this over a 6-week period. Likewise, Cd concentrations in the 3 major subcellular fractions
increased in approximately linear fashion as total Cd concentrations increased in 7. tubifex,
whereas Cd concentrations in the HSP and granule fractions tended to plateau (Fig. 3a). Steen-
Redeker et al. (2007) also reported a plateau in the Cd concentrations in these latter two
fractions following a 2 week exposure of T. tubifex to Cd. Our data suggest that there is no
threshold below which this oligochaete is able to maintain Cd concentrations low and constant
in potentially sensitive subcellular fractions (e.g., HDP); similar results have been reported for
a freshwater fish (Giguere et al. 2006).

Less than half of the Cd in T. tubifex (-34%) was located in the cytosol (HDP + HSP), as has
been reported previously (32-46%; Steen-Redeker et al. 2007). The mean proportions of Cd in
the various subcellular fractions decreased (p < 0.05; Kruskall-Wallis followed by Student-
Newman-Keuts (SNK) multiple pairwise comparisons) in the order: debris (35%) > organelles
(27%) > HDP (22%) > HSP (12%) > granules (2%). Steen-Redeker et al. (2007) found a similarly
large proportion (26%) of Cd in the organelle fraction of Cd-contaminated T. tubifex. The large
contribution from of the organelle fraction is likely due to the presence of Cd in chloragosomes
and lysosomes, which are reported to be important sites of metal storage in terrestrial
oligochaetes (Back, 1990; Affar et al. 1998; Peeters-Joris, 2000; Morgan and Turner, 2005).
Because such structures can vary widely in both their size and developmental stage, as
reflected by their heterogeneous electron densities (Cancio et al. 1995), they would likely have
been present in both the organelles and granules fractions.
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The small proportion of Cd in the granule fraction (2%) is similar to that reported for the
tubificid oligochaete Limnodrilus hoffmeisteri collected from an uncontaminated site (Wallace
et al. 1998). However, at high ambient Cd concentrations, this same species had -30% of its
'%¢d associated with granules (Wallace et al. 1998), and a similar value has been reported for
the total Cd associated with granules in T. tubifex (Steen-Redeker et al. 2007). However,
comparisons between our results and those of the two earlier studies should be made with
caution because Cd-exposure in the other studies was from water alone, which would influence
the route of Cd uptake into worms (skin versus gut) and thus could affect the internal
distribution and subcellular partitioning of Cd. The pre-exposure history of experimental
animals can also influence metal distribution patterns at the cellular level (Wang and Rainbow,
2005).

The proportional distribution of Cd among the subcellular fractions in T. tubifex varied little
over time, with the possible exception of the HSP fraction that was somewhat higher early in
the Cd exposure period (Fig. 4a). Steen-Redeker et al. (2007) noted that the proportion of Cd
in most subcellular fractions of T. tubifex changed little with exposure duration, with the
exception of the organelle fraction, in which proportions tended to increase (from 10 to 26%),
and the HSP fraction, in which they tended to decrease (from 14 to 6%). If we assume that Cd
in the organelles, HDP and HSP fractions is available for uptake by a predator (Wallace and
Luoma, 2003) then the majority of the Cd in T. tubifex (60-65%) should be available to S.

velata.

Total Cd accumulation by C. riparius was also approximately linear during the exposure period,
although its Cd concentrations were much lower than those of T. tubifex (Fig. 2). Cadmium
concentrations in all subcellular fractions increased with increasing Cd concentrations in C.
riparius (Fig. 3b). Mean proportions of Cd in C. riparius were, in decreasing order (p < 0.05):
HDP (39%) ~ HSP (37%) > debris (13%) > organelles (5%) ~ granules (5%). Thus the majority of the
Cd in C. riparius (76%) was in the cytosol (HDP + HSP), unlike T. tubifex in which cytosolic Cd
was only about one-third of the total. Similarly, Yamamura et al. (1983} and Seidman et al.
(1986) recovered 60 and 75% of Cd in the cytosol of Chironomus yoshimatsui and Chironomus
thummi larvae, respectively. The proportions of Cd in the various subcellular fractions varied
little with prey exposure time (Fig. 4b), with the exception of those for the two protein
fractions which changed in relative importance after 20 d of Cd exposure. The majority of the

Cd in C. riparius (-80%) was potentially available for uptake by a predator.
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Cadmium trophic transfer

Following a meal of either prey type, the predator S. velata initially lost Cd rapidly, mainly in
the form of unassimilated Cd in feces, and then the loss rate decreased as physiological Cd loss
become the sole contributor to the decline in the predator’s Cd content (Fig. 5). Cadmium loss
curves for the predator were similar after consumption of prey exposed to this metal for
different periods of time. Although there appeared to be a tendency for the predator to retain
less Cd when it consumed C. riparius that had been exposed to Cd for shorter periods of time

(Fig. 5), this trend was not significant (p > 0.05).

Using our data for Cd loss from S. velata following a Cd-rich meal (Fig. 5), we estimated (see
Methods) the efficiency with which this predator assimilated Cd. This predator retained
approximately one-half to three-quarters of the Cd eaten (Fig. 6a), with the minimum (46% for
T. tubifex) being close to that reported for S. velata feeding on the chironomid
Cryptochironomus sp. (~50%; Roy and Hare, 1999). Assimilation efficiencies of Cd in C. riparius
(~72%) were higher than those for T. tubifex (Fig. 6a). Values reported for Cd assimilation by
several other predatory aquatic invertebrates fall within the range of those measured for S.
velata, for example, larvae of the midge Chaoborus americanus feeding on copepods (58%;
Croteau et al. 2001; Orvoine et al. 2006), a water mite feeding on C. riparius (61%;
Timmermans et al. 1992), grass shrimp feeding on an amphipod (-62%; Seebaugh et al. 2006)

and the crustacean Mysis relicta feeding on Daphnia magna (72%; Smokorowski et al. 1998).

For some prey-predator combinations, Cd assimilation efficiency is reported to depend on prey
Cd concentrations, that is, the higher the Cd concentration in prey, the lower the percentage
that is assimilated by its predator (Reinfelder et al. 1998; Xu et al. 2001; Guan and Wang,
2004; Seebaugh et al. 2005). Our data suggests that this is not the case for S. velata because,
for a given prey type, Cd assimilation efficiency was not related to the duration of prey Cd-
exposure (Fig. 6a), which is in turn directly related to prey Cd concentration (Fig. 2).

Cadmium assimilation efficiency is also reported to depend on the availability of Cd in prey.
Indeed, our data suggests that there is a strong positive relationship (p < 0.001) between the
assimilation efficiency of Cd from a given prey type and the percentage of prey Cd that is in
the sum of the organelles, HDP and HSP fractions (Fig. 6a). However, the relationship between
these variables is somewhat less than 1:1 (Fig. 6a, circles), which suggests that one of these 3
prey fractions is not available in its entirety to this predator. As discussed above, the
organelles fraction in T. tubifex is likely a mixture of chloragosomes and lysosomes that vary

widely in structure and function and thus the ease with which they would lose their Cd in the
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predator’s gut should also vary. If we consider only Cd in the cytosol of prey (fig. 6a, triangles),
our data points for C. riparius fall closer to the 1:1 line (organelles contained onty 5% of its Cd)
but those for T. tubifex now fall above the 1:1 line. This result suggests that part, but not all,
of the Cd in the organelles fraction is available to be assimilated by the predator. The best fit
to the 1:1 line is obtained when we assume that 45% of the Cd in the organelles fraction of T.

tubifex is available to the predator (data not shown).

We can test the hypothesis that only a portion of the Cd in the organelles fraction is available
for assimilation by the predator by comparing the proportions of Cd measured in the predator’s
feces with those of Cd in prey cell fractions likely to be resistant to digestion. As predicted, the
% of Cd present in feces of S. velata was directly related (p < 0.001) to the sum of the
percentages present in prey subcellular fractions that are thought to be unavailable for
assimilation (debris + granules fractions) by a predator (Fig. 6b). If we assume, as above, that
55% of the Cd in the organelles fraction is not assimilated, then the points for T. tubifex fall
very close to the 1:1 line (Fig. 6b). Likewise, Wallace and Lopez (1997) fed the organelle
fraction obtained from Cd-resistant oligochaetes (Limnodrilus hoffmeisteri) to a grass shrimp
(Palaemonetes pugio) and found that this predator assimilated only ~70% of the Cd associated
with this fraction. These data support the idea that the organelles fraction is a heterogeneous

collection of particles varying in their digestibility by the predator.

CONCLUSION

We measured the subcellular distributions of Cd at various times in the insect C. riparius and
the worm T. tubifex. The proportional distribution of Cd differed between the two prey types.
However, for a given prey type, these proportions changed little with time of exposure to Cd-
contaminated sediments. The majority of the Cd in C. riparius was in the cytosolic fraction of
its cells, and was readily assimilated by the predator. A substantial portion of Cd in the worm
T. tubifex was bound to the organelle fraction, and part of this Cd was unavailable for
assimilation by S. velata as shown by the lower assimilation efficiencies for Cd in this prey
type. The sum of the organelle, HDP and HSP fractions over-predicted somewhat Cd
assimilation efficiencies by S. velata, especially when feeding on the oligochaete. Overall, Cd
assimilation differed between prey types and this difference was related to the subcellular
fractionation of Cd in these prey. However, our results suggest that some prey fractions
{granules and organelles) contain a mixture of particle types that vary in the ease with which
their Cd can be disassociated in a predator’s gut and subsequently assimilated. Predictions of
Cd trophic transfer will be facilitated by a better understanding of Cd bioavailability in such

prey fractions.

10
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Fractionation procedure designed to produce five operationally-defined subcellular

fractions (in bold font).

Figure 2. Changes over time in the total Cd concentrations (means + SE, n = 4 pooled samples)

of two prey taxa exposed to Cd-spiked sediment and its overlying water.

Figure 3. Total Cd concentrations in prey exposed to Cd for various lengths of time (see Fig. 2)
compared to those in five operationally defined subcellular fractions in these prey, that is,
debris, granules, organelles, Heat-Denatured Proteins (HDP), and Heat-Stable Proteins (HSP).
Each data point represents a single pooled sample of prey. Dotted lines are fitted curves for

each fraction.

Figure 4. Percentage of Cd {means  SE, n= 4) in five subcellular fractions (see caption of Fig.
3) that were isolated from prey exposed to Cd for varying lengths of time. Different letters

indicate a significant difference between percentages. Gr = granules, Org = organelles.

Figure 5. Time course of Cd loss by the predator S. velata following the consumption (at time
0) of Cd-contaminated T. tubifex or C. riparius that had been exposed to this metal for various

lengths of time.

Figure 6. a: Assimilation efficiency (%, mean + SE, n = 5) of Cd by S. velata when fed either T.
tubifex or C. riparius compared to the percentage of Cd that is likely to be available as
predicted by the subcellular fractionation of prey (means £ SE, n = 4): the triangles represent
the condition where metal available to the predator is in the cytosolic fraction (HDP + HSP) of
prey, whereas circles consider available metal as the sum of the cytosolic and organelle

fractions in prey. b: Percentage represented by feces of the total initial Cd in the predator S.
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velata compared to the percentages of Cd in two prey types that are unlikely to be available
for assimilation by this predator. Circles refer to the condition where unavailable Cd is in the
debris + granules fraction of prey, whereas triangles consider a scenario where an additional
55% of the Cd in the organelle (Org) fraction is unavailabte to the predator. Values beside data
points represent the tengths of time (days) that prey were exposed to Cd. The dotted lines are

1:1 relationships.
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ABSTRACT

We applied a fractionation protocol to estimate the proportion of selenium (Se) in prey cells
that is potentially available for assimilation by an aquatic predator (the alderfly Sialis velata).
Selenium in the oligochaete Tubifex tubifex was distributed as follows: debris (36%) = heat
stable proteins (HSP, 29%) > organelles (23%) > heat denatured proteins (HDP, 11%) > granules
(1%); whereas Se in the insect Chironomus riparius declined in the order: debris (37%) > HDP
(28%) > HSP (19%) > organelles (14%) > granules (2%). The predator assimilated more than half
of the Se present in both types of prey, that is, ~70 % of that in the oligochaete and ~62 % of
that in the insect. The results of the prey fractionation protocol successfully predicted that the
majority of the Se would be taken up by a predator. Furthermore, the proportional distribution
of Se among prey subcellular fractions varied little over time (up to 28 d), which was consistent
with the observation that the duration of prey Se exposure had little influence on Se
assimilation by the predator. The ease with which Se is transferred between trophic levels
supports previous field observations that fish in Se-contaminated waters are at risk from

exposure to Se via their diet.
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INTRODUCTION

Agricultural drainage, the combustion of fossil fuels and mining (phosphate, sulfidic ores) have
greatly increased Se concentrations in some aquatic systems (Chapman and Wang, 2000}, where
this element is taken up by microorganisms and primary producers who use it as an essential
cofactor for the biosynthesis of glutathione peroxydase (Ahmad et al. 1989; Allan et al. 1999;
US EPA, 2004) and as a sulfur analog to produce seleno amino-acids such as seleno-methionine
and seleno-cysteine (Maier and Knight, 1994; Fan et al. 2002; Simmons and Wallschlager,
2005). This biotransformation of Se into organo-Se compounds increases its availability to
predators (Besser et al. 1993; Rosetta and Knight, 1995; Fan et al. 2002). In fact, dietborne
exposure has been identified as the main entry route for Se into aquatic animals (Schlekat et
al. 2002), and it is now considered in the derivation of criteria to protect aquatic life
(Hamilton, 2002). Selenium is markedly different from most essential trace elements in that
there is a very narrow gap between the concentrations of Se in animals that result in a Se
deficiency and those that cause toxicity. In aquatic systems, Se is reported to cause
reproductive and other effects on animals such as insects, fish and waterfowl (Luoma et al.
1992; Maier and Knight, 1994; Lemly, 1997; Hamilton, 1999; Linville et al. 2002).

Selenium transfer between trophic levels depends on several variables including the Se
concentration in prey and the ease with which the Se in prey cells is assimilated by a predator
(Wang, 2002; Meyer et al. 2005; Zhang and Wang, 2006). This latter variable can be quantified
by fractionating homogenized prey tissues accordi‘ng to various operationally-defined protocols
(Wallace and Lopez, 1996, 1997; Wallace et al. 2003; Wang and Rainbow, 2006; Giguére et al.
2006). Using such an approach, it has been shown that trace elements in the cytosol of prey
cells tend to be more readily assimilated by predators than are those associated with
particulate cellular fractions such as granules and cell membranes (Nott and Nicolaidou, 1990;
Reinfelder and Fisher, 1991, 1994; Wallace and Lopez, 1996, 1997; Wallace et al. 2003;
Seebaugh and Wallace, 2004; Cheung and Wang, 2005; Seebaugh et al. 2005, 2006; Zhang and
Wang, 2006). Few such studies have been conducted on Se and, of these, none have measured
either the subcellular partitioning of Se in freshwater invertebrates or how this variable might
influence Se assimilation by their predators.

We set out to compare Se assimilation by the predatory alderfly Sialis velata (Megaloptera)
from two prey types, the insect Chironomus riparius (Diptera) and the oligochaete Tubifex
tubifex; both prey types are consumed by this predator in nature (Locklin et al. 2006) and are
key components of the biota in freshwater sediments (Brinkhurst, 1974). Sialis is a widespread
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insect that accumulates trace metals mainly from its prey (Roy and Hare, 1999; Croisetiére et
al. 2006).

METHODS

Invertebrate collection and culture

Larvae of the predator S. velata were collected in Lake St. Joseph (46°55’N, 71°40'W),
Quebec, Canada at a depth of 4.5 m using an Ekman grab and a 1-mm mesh-aperture net to
isolate larvae from sediment. In the laboratory, predators were held individually, in 40 ml
plastic containers, in lake water, at 10 °C. Chironomus riparius was cultured in our laboratory
on fine sand from egg masses obtained from the Centre d’Expertise: en Analyse
Environnementale du Québec (Quebec, QC). Tubifex tubifex were purchased from Aquatic
Research Organisms (Hampton, NH, USA) and kept in aquaria containing un-sieved sediment
from Lake St. Joseph. Both prey types were exposed to a 16 to 8 light to dark photoperiod,
maintained in reconstituted water at 20 °C, and fed Aquatox™ fish food (Aquatic Eco-systems
Inc., Apopka, FL, USA). The predator was fed 1-2 uncontaminated prey per week (either T.

tubifex or C. riparius).

Exposure of prey to Se

Un-sieved sediments (uppermost 10 cm) from ‘the S. velata collection site were spiked with
stable Se and the radiotracer 7°Se (as selenite) at a nominal total Se concentration in sediment
of 15 nmol g' dry weight (dw; specific activity of 5.4 uCi nmol’ of total Se). This Se
concentration is at the lower end of the sediment concentration range that is thought to
represent a moderate hazard for aquatic life (12-50 nmol g* dw (1-4 pg g™ dw); Lemly, 1997;
Hamilton, 2004). Sediments were held at 10 °C and mixed 3 times per week for 1 month. To
minimize the quantity of radioactive waste, contaminated sediment was reused for several

experiments over an 8 month period for T. tubifex and for up to 4 months for C. riparius.

We poured 150 ml of contaminated sediment (5 ml individual prey') into 1 | high-density
polyethylene (HDPE) bottles and then carefully added 600 ml of reconstituted water so as to
not resuspend sediment. For T. tubifex we used reconstituted water having major ions at
concentrations similar to those in the soft waters of Lake St. Joseph (82 uM Ca, 25 uM Mg, 62
UM Na, 5 pM K; hardness of 11 mg ' as CaCOs), whereas for C. riparius we used harder water
(28 mg U'" as CaCO;) because this insect grew faster under such conditions. Bottles were left for
1 week prior to the addition of prey and prey were acclimated at 10 °C for 1 d prior to

exposure. All experiments were conducted at 10 °C to prevent insect emergence. The pH of
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water during the Se exposures was 6.9. After exposure for 4, 12, 20 or 28 d, prey were removed
from three containers then depurated for 5 h in non-radioactive sediment from Lake St. Joseph
and transferred to clean water for another 18-20 h to evacuate all sediment from their gut.
Approximately 80 individuals were frozen at -80 °C in micro-centrifuge tubes for later
subcellular fractionation. In addition, contaminated prey were removed on days 12, 20, and 28
(7. tubifex) or on days 4, 12, and 20 (C. riparius), depurated as described above, weighed,
gamma-counted and then offered live to S. velata. The mean (+ SE) individual fresh weights of

prey fed to S. velata were 6.5 + 0.2 mg for T. tubifex and 4.3 + 0.4 mg for C. riparius.

Se assimilation by the predator

Prior to Se exposure, S. velata (84.7 + 8.4 (SE) mg fresh weight) were fed one uncontaminated
C. riparius daily for 4 d and then starved for 3 d. At each exposure time (given above) the
predator consumed sufficient contaminated prey (2) to fill its gut. Prey were consumed whole
within 15 min and there was no measurable loss of radioactivity from prey to water during this
time. Predator °Se was measured daily over the following 8 d. During this period, water was
changed daily and S. velata were fed one non-radioactive prey daily for the first 4 d and then
starved for the next 3 d; feces and water were also collected daily and measured for
radioactivity. This feeding procedure was repeated at the times mentioned above. Prior to "°Se
measurements, invertebrates were rinsed 12 times using 0.1 mM EDTA to remove any adsorbed

radiotracer.

To calculate assimilation efficiency (AE, %), we fit the non-linear regression A = AE e™ (where
A is the percentage of ingested radioactivity remaining in the predator at time t, and b is the
depuration rate constant for physiological Se loss) to our data for trace element loss after all
remaining radioactive matter was evacuated from the predator’s gut, and used the
corresponding y-intercept to estimate AE (Wallace et al. 1998; Wang and Fisher, 1999). Since
each predator received more than one contaminated meal, we corrected for metal loss from
previous meals by assuming that the loss of "°Se following a T. tubifex or a C. riparius meal was
negligible after 12 d.

Subcellular distribution of Se in prey

Radioactivity was measured in samples of pooled prey (~85 mg ww for C. riparius and ~140 mg
ww for T. tubifex) that were then homogenized manually (25 turns of a 2 ml Potter-Elvehjem

glass homogenizer), on ice, in Tris buffer (25 mmol U, Omnipure 9210, 99.8% purity, adjusted
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to pH 7.2 with 35% trace metal-grade HCl) at a tissue to buffer dilution of 1 to 4 for T. tubifex
and 1 to 8 for C. riparius. Homogenized tissues were returned to their initial micro-centrifuge
tubes and 30 pl aliquots were removed and deposited on pre-weighed pieces of Teflon sheeting

for measurement of total and radioactive Cd (described below).

A fractionation procedure adapted from Wallace et al. (1998), Cain et al. (2004), and Giguére
et al. (2006) was used to separate prey into the following operationally-defined fractions: 1)
cellular debris and nuclei; 2) granules and exoskeleton; 3) organelles and lysosomes; 4) heat-
denatured proteins such as enzymes (HDP); and 5) heat-stable proteins including
metallothionein, glutathione, small peptides and amino acids (HSP). The fractionation
procedure is shown in Figure 1 and can be summarized as follows. The homogenate was first
centrifuged at 800 x g (centriSorvall RC 5C Plus with an HB-4 rotor) to give a pellet that was
then resuspended in 0.5 ml of ultrapure water, heated at 100 °C for 2 min, and digested in 0.5-
mt of 1N NaOH at 70 °C for 1 h. Centrifugation of this digestate at 10,000 x g for 10 min
allowed a solubilized fraction, containing cellular debris and nuclei, to be separated from a
residual fraction that included granules and exoskeleton. The supernatant of the 800 x g
centrifugation was re-centrifuged at 100,000 x g (Beckman TL-100 with a TLA-100.3 fixed-angle
rotor) to yield a pellet containing organelles and lysosomes. The resulting supernatant was held
at 80°C for 10 min and left on ice for 1 h. A final centrifugation at 50,000 x g (Beckman TL-100
with a TLA-100.3 fixed-angle rotor) yielded a supernatant containing peptides and heat-stable

proteins and a pellet composed of heat-denatured proteins.

Analyses

Radioactivity was measured using a Wallac Nal well-type gamma detector (1480 Wallac Wizard
3). Gamma emissions for "°Se were determined at 60-365 KeV. Radioactive decay, counting
efficiency, and sample geometry were considered; counting times were adjusted so that
counting error was < 5 %. The mean sum (+SD) of radioactive Se in the subcetlular fractions was
close to the values measured for whole homogenate prior to fractionation, that is, 93.7% + 2.1%
for T. tubifex and 89.1% + 2.8% for C. riparius, suggesting that there was little loss of Se during
the fractionation procedure. To convert "Se counts to concentrations, we used the specific

activities measured in the aliquots taken from the whole homogenates.

Before use, all labware used for total trace-element analyses was soaked in 15 % HNO; for at
least 12 h, rinsed with ultrapure water and dried under a laminar-flow hood. Frozen aliquots of
homogenized tissues were freeze-dried (FTS Systems™) in micro-centrifuge tubes, weighed,

then digested in trace-metal grade HNO; (100 ul mg” dry weight) for 5 d at room temperature.
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Then 40 pl of H,0, was added and digestion was allowed to continue for 1 d. Samples were
diluted with 860 ul of ultrapure water prior to measuring total Se by an Inductively Coupled
Plasma - Mass Spectrometer equipped with a collision cell (Thermo Instrument, X7). Samples of
a certified reference material (National Research Council of Canada TORT-2; lobster
hepatopancreas) of comparable weight to that of our samples was submitted to the same
digestion procedure. Mean (x SD) recovery of Se in samples of Tort-2 was 100 + 4%. Samples of
0.1 g of freeze-dried sediments were digested in 5 ml of HNO; for 5 d at room temperature and
then 2 ml of H,0, was added and the digestion was continued at room temperature for another
day followed by dilution to a final volume of 50 ml. Certified reference material (National
Research Council of Canada MESS-3, marine sediment) was used to verify digestion efficacy; the
mean recovery of Se was 96 + 2%. We did not measure Se speciation in sediment since our goal
was to contaminate prey rather than to relate Se concentrations in prey to those in their

surroundings.

RESULTS AND DISCUSSION

Selenium in prey

Selenium concentrations in the oligochaete T. tubifex increased by about 50% (to ~90 nmol g
or ~7 ug g™") following a 12 d exposure to Se-contaminated sediment and overlying water (fig.
2a). After this time, Se concentrations remained approximately constant (fig. 2a) as did Se
concentrations in the various subcellular fractions (fig. 3a). We could find no other published
measurements of Se in freshwater oligochaetes with which to compare our Se values. The
proportional distribution of Se among cell fractions varied little between 12 and 28 d (fig. 3c)
and the relative importance of the various fractions declined in the order (p < 0.05; Kruskall-
Wallis followed by Student-Newman-Keuls (SNK) multiple pairwise comparisons): debris (36%) ~
HSP (29%) > organelles (23%) > HDP (11%) > granules (1%). Less than half (~40%) of the Se was
located in the worm’s cytosol (HDP + HSP). If we assume that only Se in the cytosolic and
organelle fractions can be assimilated by a predator (Wallace et al. 2003), then the majority
(~63%) of the Se in T. tubifex should be available to S. velata.

Selenium accumulation by the insect C. riparius was linear during the 20-d exposure period
(fig. 2b) and its maximum Se concentrations (~17 nmol g™ or 1.3 pg g"') were ~5 times lower
than those of T. tubifex. Selenium concentrations far higher than the values we measured have
been reported for Chironomus decorus (400 nmol g after a 4 d exposure; Alaimo et al. 1994).
Selenium concentrations in C. riparius showed a gradual increase over time in all cell fractions
(fig. 3b). In proportional terms (fig. 3d), fractions declined (p < 0.05, tested as above) in the
order: debris (~37%) > HDP (~28%) > HSP (-19%) > organelles (~14%) > granules (~2%). There was
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a slight trend for the proportion of Se to decrease over time in the HDP fraction and to increase
over time in the debris fraction (fig. 3d). Cytosolic Se accounted for ~47% of the total, whereas
the proportion of Se that was potentially available for transfer from C. riparius to the predator
was ~61%. This latter value is almost identical to the equivalent value for T. tubifex (63%). The
relative importance of Se in the two protein fractions (HSP and HDP) was inverted between the

two prey species.

Ours is the first published information on Se in the subcellular fractions of freshwater
invertebrates. In marine invertebrates, the proportions of Se associated with granules are
reported to be much larger (40-60%; Zhang and Wang, 2006) than those measured in our study
(1-2%). Although these results could be due to differences among the taxa involved, they could
also be explained in part by differences in the fractionation protocols used; that is, the
duration of the NaOH digestion was only 10 min in the marine study as compared to 60 minutes
in our study (fig. 1). A short digestion time would likely leave more Se in the granule fraction as

opposed to being solubitized into the debris fraction.

Selenium transfer to the predator

The predator S. velata showed a two-phase pattern of Se loss when it fed on either prey type,
that is, loss was initially rapid as the predator expelled its Se-contaminated gut contents, and
then slowed once physiologfcal Se loss became dominant (fig. 4). Selenium loss by feces was
somewhat more rapid following a meal of C. riparius (2 d) than of T. tubifex (3-4 d). The
duration of prey exposure to Se had little influence on Se loss from the predator, with the
apparent exception of the data for T. tubifex contaminated for 28 d (fig. 4a) for which Se
activity in feces (data not shown) confirmed a rapid loss of >Se between days 2 and 3. We are
not able to explain this loss except to conclude that it was not due to differences in the prey
consumed because the subcellular distribution pattern of Se did not differ substantially
between prey exposed to Se for 28 d and those exposed for 12 or 20 d (fig. 3). To rule out the
possibility that differences in prey were the cause of the apparent anomaly, we fed an
individual predator, that had not previously eaten Se-contaminated prey, a meal of prey that
had been exposed to Se for 28 d; the Se loss pattern for this individual (data not shown) was
very similar to that of predators that had consumed prey exposed to Se for 20 d (fig. 4a).

Using these Se-loss data, we estimated the efficiency of Se transfer between prey and
predator. Sialis velata assimilated the majority of the Se that was present in the two prey
types, that is, mean assimilation efficiencies for all prey exposure durations were ~70% for T.

tubifex (excluding data for day 28 in Fig. 4a) and ~62% for C. riparius. Assimilation efficiencies
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did not depend on prey exposure duration (p > 0.05) for either of the prey species, which is
consistent with the constancy over time in Se subcellular partitioning in both prey species.
Although Se concentrations in C. riparius increased somewhat over time (Fig. 2), this did not
reduce Se assimilation efficiency (fig. 4b) as has been reported for some invertebrate predators
(Xu et al. 2001; Guan and Wang, 2004; Seebaugh et al. 2005).

The few available estimates for Se assimilation by predatory aquatic invertebrates suggest that
most assimilate Se efficiently from their prey. Thus mysids and barnacles assimilate the
majority of the Se present in copepods (61-73 % (Schlekat et al. 2004) and 74 % (Rainbow and
Wang, 2001), respectively), which is similar to the results of our study for S. velata (62-70 %).
Sialis velata is also reported to assimilate the majority of the Cd (~60 %; Dubois and Hare,
2007) as well as the Ni and Tt (~70 %; Dumas and Hare, 2007) present in the same prey species

used in our study.

The mean proportion of Se in prey that was potentially available for uptake by the predator
(-62 %) is very close to the mean AE for Se from our two prey species (~66 %), which suggests
that one variable can be used to predict the other. However, individual values for the various
exposure times and prey species do not fall exactly on a 1:1 line between the percentage of Se
that is potentially available to the predator (HDP + HSP + organelles) and its assimilation
efficiency (fig. 5), which suggests that prey Se subcellular partitioning can be used to

approximate predator assimilation efficiency, but:is not an exact predictor of it.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Fractionation procedure designed to produce five operationally-defined cellular

fractions (in bold font).

Figure 2. Changes over time in the total Se concentrations (means * SE, n = 4 pooled samples)
of two prey taxa exposed to this element in Se-spiked sediment and its overlying water. a) T.

tubifex; b) C. riparius.

Figure 3. Selenium concentrations (a, b) and percentages (c, d) in the 5 subcellular fractions of
prey that had been exposed to Se for up to 28 d. Fractions: debris, granules (Gr), organelles
(Org), HDP (Heat-Denatured Proteins), and HSP (Heat-Stable Proteins). Values are means + SE
{n = 4 pooled samples). a and c) T. tubifex; b and d) C. riparius. Different letters indicate a

significant difference (p < 0.05) between values.

Figure 4. Time course of Se retention by the predator S. velata following the consumption (at
time 0) of Se-contaminated prey that had been exposed to this metal for various lengths of
time; a) T. tubifex b) C. riparius. Values are means + SE for various numbers of S. velata (for 7.

tubifex n = 7, whereas for C. ripariusn =8 (4 d), 4 (12 d) or 3 (20 d})).

Figure 5. Assimilation efficiency (%, means + SE) of Se by S. velata when fed either T. tubifex
or C. riparius compared to the percentage of Se that is likely to be available as predicted by
the subcellular fractionation of prey, that is, the sum of the organelles, HDP and HSP fractions
(means = SE}. Numbers in parentheses indicate prey exposure-duration in days. Dotted line is a
1:1 relationship. Two values are shown for T. tubifex exposed to Se for 28 d; predators that
had eaten 2 previous Se-contaminated meals (28) and an individual that had eaten no previous

Se-contaminated meals (28*).
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Occupe-toi du jour présent,
car si hier n'est plus qu'un réve, demain n'est qu'une vision.
Le jour présent si tu le vis, fera de chaque hier, un réve de bonheur
et de ton avenir, une vision d'espoir.
Occupe-toi du jour présent.
(Proverbe Sanscrit)

Si, avec un mental pur, quelgqu’un parle ou agit, alors
te bonheur le suit comme 1’ombre qui jamais ne le quitte. (Bouddha)

La pensée du néant des choses engendre la compassion. La compassion abolit l'espace entre soi et
les autres. L'unité de soi et des autres réalise le bien d'autrui. (Milarepa)

The greatest achievement is selflessness.
The greatest worth is self-mastery.
The greatest quality is seeking to serve others.
The greatest precept is continual awareness.

The greatest medicine is the emptiness of everything.
The greatest action is not conforming with the worlds ways.
The greatest magic is transmuting the passions.
The greatest generosity is non-attachment.

The greatest goodness is a peaceful mind.

The greatest patience is humility.

The greatest effort is not concerned with results.
The greatest meditation is a mind that lets go.
The greatest wisdom is seeing through appearances.
(Atisha)





