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So itis that only when we bring our focus to bear, first on the individual cells
of the body, then on the minute structures within the cells, and finally on the
ultimate reactions of molecules within these structures — only when we do this
can we comprehend the most serious and far-reaching effects of the
haphazard introduction of foreign chemicals into our internal environment.

Rachel Carson
Silent Spring, 1962
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Resumé

La perchaude (Perca flavescens) est une espéce du poisson qui est souvent retrouvée
non seulement dans des lacs de référence, mais également dans les lacs contaminés en
métaux. Cette espéce de poisson représente ainsi un bon modéle pour étudier la
bioaccumulation de métaux in situ. Les objectifs de cette thése taient d'examiner la
dynamique d'accumulation et d'élimination de métaux (Cd, Cu et Zn) chez la perchaude sur
le terrain. Cette dynamique a été suivie suite a des changements brusques du régime
d'exposition (c.-a-d., par des études de transplantation) et de fagon saisonniére chez les
perchaudes indigeénes dans leurs lacs d'origine. De plus, la bioréactivité des métaux
accumulés a été examinée en suivant I'accumulation des métaux au niveau subcellulaire. On a
¢galement examiné l'importance relative de la nourriture et de I'eau ambiante comme sources
de Cd pour la perchaude, en utilisant des expériences menées sur le terrain. Un modéle
cinétique de bioaccumulation a été alors développé pour examiner l'accumulation de Cd chez
les populations de perchaudes indigénes.

Afin d'examiner comment les concentrations en métal changeraient chez la perchaude
suivant un changement brusque de leur régime d'exposition, des poissons ont ¢té transplantés
d'un lac de référence (Lac Opasatica) vers un lac contaminé (Lac Dufault) pour examiner la
dynamique de la prise en charge en métal, et du Lac Dufault au Lac Opasatica pour examiner
la dynamique d'élimination en métal. Les résultats de ces expériences ont suggéré que la
perchaude contréle ses concentrations internes de Cd, Cu et Zn différemment. Par exemple,
les concentrations du Cd ont augmenté dans tous les organes étudiés (les branchies, le tractus
gastro-intestinal, le foie et le rein) dans l'expérience de prise en charge, et pendant
I'expérience d'élimination, peu de perte de ce métal s'est produite dans le foie et le rein. Par

contre, il y avait peu changement des concentrations en Zn chez les poissons transplantés,

v



malgré des concentrations en Zn>" beaucoup plus élevées dans le lac Dufault, suggérant que
l'accumulation de ce métal soit fortement régulée par la perchaude. D'autre part, les
concentrations en Cu ont augmenté dans le foie des poissons transplantés pendant
l'expérience de la prise en charge, et elles ont rapidement diminué pendant I'expérience
d'élimination, suggérant que I'élimination accrue soit une stratégie importante employée par
la perchaude pour contréler des concentrations accumulées de ce métal. Un examen des
variations saisonniéres de Cd et de Cu a indiqué que ces métaux ont changé de maniére
significative dans le foie pendant une période de quatre mois (de mai a aolit), mais seulement
chez les poissons avec des concentrations hépatiques élevées de ces deux métaux.

Au niveau subcellulaire, les résultats des expériences de transplantation ont indiqué
que la majorité du Cd et du Cu accumulés dans le foie était associée a la fraction des
protéines stables & la chaleur (c.-a-d., contenant de la métallothionéine), suggérant qu'une
grande partie du Cd et du Cu bioaccumulés ait été détoxiquée. Cependant, il y avait une
certaine accumulation de ces métaux dans les fractions « potentiellement sensibles » aux
métaux (des organelles et des protéines dénaturées a la chaleur), suggérant que la
désintoxication ait été inachevée. Dans l'étude examinant les variations saisonniéres, on a
¢galement observé que les concentrations en Cd et en Cu ¢taient plus élevées et légérement
plus variables dans les fractions « potentiellement sensibles » chez les poissons des lacs
contamings.

Afin d'examiner I'importance relative de la nourriture et de I'eau comme sources de
Cd pour la perchaude, on a de nouveau utilisé une approche de transplantation. Dans cette
expérience, des perchaudes provenant du lac Opasatica ont ét¢ maintenues dans des cages
pendant 30 jours dans un lac de référence (Opasatica) ou un lac contaminé au Cd (Dufault),

et des proies étaient offertes (zooplancton) aux poissons dans chaque lac, créant ainsi quatre
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régimes d'exposition : eau de référence et nourriture de référence (référence); eau de
référence et nourriture contaminde (Cd alimentaire seulement); eau contaminée, nourriture de
référence (Cd aqueux seulement); et eau contaminée plus nourriture contaminée (Cd
alimentaire + Cd aqueux). Les résultats de cette expérience ont montré que le foie et le
tractus gastro-intestinal sont influencés par le Cd aqueux et alimentaire, tandis que le rein et
les branchies ne sont influencés que par le Cd aqueux.

Dans la section finale de cette thése, on a utilisé des données d’expériences de
transplantation pour développer un modéle de bioaccumulation hépatique de Cd qui tient
compte de I'accumulation du Cd & partir de l'eau et de la nourriture. Apres avoir estimé les
valeurs de divers paramétres du modéle, on a utilisé le modéle pour calculer I'importance
relative du Cd alimentaire et du Cd aqueux comme sources du métal pour la perchaude
juvénile vivant dans les lacs différant dans leurs niveaux de contamination en Cd. Dans les
lacs les plus contaminés en Cd ([Cd*']>0,7 nM), le modéle prédisait assez bien la
concentration en Cd hépatique en ne tenant compte que de la concentration ambiante en Cd%
aqueux. Cependant, dans les lacs moins contaminés, la modélisation basée uniquement sur
l'eau comme source du Cd sous-estimait la concentration en Cd hépatique, suggérant que
dans de tels lacs le Cd présent dans la nourriture contribue plus significativement a la
bioaccumulation. Dans une perspective d'évaluation de risque, ces résultats impliquent que
dans les lacs les plus contaminés, ot la perchaude risque d'étre davantage vulnérable, la
bioaccumulation du Cd peut étre prédite a partir de la concentration de Cd®* dans l'eau, sans

tenir compte de la contribution apportée par la nourriture.
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Avant-propos

Cette these comporte d'abord une synthése générale de I'ensemble du doctorat, composée de
la problématique, des objectifs et hypothéses de recherche et finalement d'une discussion et
d'une intégration des résultats. Le noyau de la thése est présenté sous forme de cing
publications scientifiques acceptées pour publication, soumises, ou sur le point d'étre soumise
a des revues avec comités de lecture. Il y a aussi une annexe qui décrit la caractérisation de la
fraction de protéines stables a la chaleur (HSP). La contribution des auteurs aux différents
articles s'établit comme suit :

Caractérisation de la fraction de protéines stables a la chaleur (HSP) : une comparaison entre
les métaux (Cd, Cu et Zn) accumulés dans la fraction HSP et les concentrations de
métallothionéine.

I. Kraemer, L.D., P.G.C. Campbell, L. Hare. 2005. "Dynamics of Cd, Cu and Zn
accumulation in organs and sub-cellular fractions in field transplanted juvenile
yellow perch (Perca flavescens)", Environ. Pollut., 138: 324-337.

L.D. Kraemer: Conception et réalisation du projet (échantillonnage; analyses, traitement et
interprétation des données); rédaction initiale et finale de l'article.

P.G.C. Campbell: Conception et réalisation du projet (contribution au traitement et a
l'interprétation des données); contribution a la rédaction finale de l'article.

L. Hare: Conception du projet; contribution a la rédaction finale de l'article.

2. Kraemer, L.D., P.G.C. Campbell, L. Hare. 2005. "A field study examining metal
elimination Kkinetics in juvenile yellow perch (Perca flavescens)", Aquatic
Toxicology, 75:108-126.

L.D. Kraemer: Conception et réalisation du projet (échantillonnage; analyses, traitement et
interprétation des données); rédaction initiale et finale de l'article.

P.G.C. Campbell: Conception et réalisation du projet (contribution au traitement et a
l'interprétation des données); contribution a la rédaction finale de l'article.

L. Hare: Conception du projet; contribution a la rédaction finale de I'article.
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3. Kraemer, L.D., P.G.C. Campbell, L. Hare, J.C. Auclair. In press. "A field study examining
the relative importance of food and water as sources of Cd for juvenile yellow
perch". Can. J. Fish. Aquat. Sci.

L.D. Kraemer: Conception et réalisation du projet (échantillonnage; analyses, traitement et
interprétation des données); rédaction initiale et finale de l'article.

P.G.C. Campbell: Conception et réalisation du projet (contribution au traitement et 3
I'interprétation des données); contribution 4 la rédaction finale de l'article.

L. Hare: Conception du projet; contribution a la rédaction finale de 'article.

J.C. Auclair : Contribution au traitement et a l'interprétation des données; contribution a la
rédaction finale de l'article.

4. Kraemer, L.D., P.G.C. Campbell, L. Hare. In press. "Seasonal variations in hepatic Cd and
Cu concentrations and in the sub-cellular distribution of these metals in juvenile
yellow perch (Perca flavescens)", Environ. Pollut.

L.D. Kraemer: Conception et réalisation du projet (échantillonnage; analyses, traitement et
interprétation des données); rédaction initiale et finale de I'article.

P.G.C. Campbell: Conception et réalisation du projet (contribution au traitement et a
P'interprétation des données); contribution a la rédaction finale de l'article.

L. Hare: Conception du projet; contribution a la rédaction finale de l'article.

5. Kraemer, L.D., P.G.C. Campbell, L. Hare. "Modeling Cd bioaccumulation in indigenous
yellow perch (Perca flavescens)", soumis a la revue Can. J. Fish. Aquat. Sci.

L.D. Kraemer: Conception et réalisation du projet (échantillonnage; analyses, traitement et
interprétation des données); rédaction initiale et finale de 'article.

P.G.C. Campbell: Conception et réalisation du projet (contribution au traitement et a
l'interprétation des données); contribution a la rédaction finale de 'article.

L. Hare: Conception du projet; contribution a la rédaction finale de l'article.
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Abréviations / Abbreviations

EA
BLM
ERE
FCF
HSP
HDP

TI

Efficacité d’assimilation (%)

Le mode¢le du ligand biotique («Biotic Ligand Model»)
Evaluation du Risque Ecologique

Le facteur de condition de Fulton

Protéines stables a la chaleur (ex. métallothionéine)
Protéines dénaturées a la chaleur (ex. enzymes)

Taux d'ingestion (g g'l-d'l)

Constante de taux d'élimination (efflux) (d)
Constante de taux d'afflux (influx), (L-g™-d™)
Constante de taux de croissance (d™)

Constante de taux de prise en charge des métaux dissous (L-g™-d™)

Criteres de Qualité de I'Eau
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1. Introduction

1.1 Evaluation du risque écotoxicologique des métaux

Les métaux sont omniprésents dans l'environnement et sont des composantes
naturelles de la croite terrestre. Dans un cycle géochimique naturel non perturbé, on peut
identifier plusieurs sources naturelles de métaux : l'altération naturelle des roches présentes a
la surface terrestre («weatheringy»); les émanations volcaniques; les fentes sous-marines
hydrothermales («deep-sea vents»). A celles-ci s'ajoutent des activités humaines telles que
des activités minieres et de fonderies qui peuvent également affecter le cycle géochimique
naturel et considérablement influencer la redistribution des métaux sur une échelle régionale
et globale. I s'ensuit que de plus grandes concentrations de métaux potentiellement toxiques
peuvent étre présentes dans les €écosystémes aquatiques. Cependant, ces métaux ne sont pas
nécessairement biodisponibles et afin de protéger efficacement les organismes aquatiques
contre la toxicité des métaux, I'évaluation du risque écologique (ERE) doit d'abord reposer
sur une évaluation précise du niveau de l'exposition.

Pour évaluer l'exposition aqueuse, le modele du ligand biotique («Biotic Ligand
Model» ou BLM) a été congu pour décrire comment les métaux dissous interagissent avec
une membrane biologique et affectent par la suite les organismes aquatiques. Bri¢vement, ce
modele suppose que la réponse biologique obtenue par un métal dissous est une fonction de
la concentration de l'ion métallique libre ([ M*" ]) (Niyogi et al., 2004). L'approche BLM
tient compte également des variables qualitatives de l'eau qui réduisent la concentration des
ions métalliques libres (ex., la complexation des métaux par la matiere organique dissoute),
ainsi que de la compétition avec d'autres cations pour des sites de prise en charge en métaux
sur la surface des branchies (ex. la compétition entre Cd> et Ca*" ; Playle, 1998). Dans le

contexte de I'ERE, le but du BLM est d'employer des variables comme le pH et la
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concentration en matiére organique dissoute, ainsi que les constantes d'équilibre
empiriquement dérivées (ex. 10g Kcubranchie» 108 Kcabranchic), pour prévoir exactement la
spéciation métallique dans les environnements aquatiques et pour relier cette spéciation & une
dose significative pour les poissons au niveau toxicologique. Bien que le BLM ait démontré
un grand taux de succes dans des études de laboratoire, l'application de ce modéle pourrait
étre limitée dans les situations ol des poissons sont chroniquement expos€s aux métaui dans
les eaux naturelles.

Une limitation importante de l'approche BLM est qu'elle considere seulement la prise
en charge de métaux dissous par les branchies et ignore donc la prise en charge possible via
des sources alimentaires. Parce que les poissons vivant dans des lacs contaminés sont
chroniquement exposés aux métaux non seulement de sources aqueuses, mais également de
sources alimentaires, les modéles qui tiennent compte seulement des métaux dissous peuvent
sous-estimer la dose que le poisson regoit. Dans une étude précédente, Giguere et al. (2004)
ont relié¢ les concentrations en Cd dans le foie de perchaudes provenant de lacs le long d'un
gradient de concentration métallique aux concentrations de Cd*aqueux. Quand ces
chercheurs ont essayé d'améliorer ces relations en tenant compte de la compétition entre les
cations (ex. Ca®" et Cd**; H" et Cd*"), ils ont constaté que l'amélioration était marginale.
Puisque ce résultat n'était pas conforme aux prédictions du modele du ligand biotique, ces
auteurs ont présumé que la perchaude accumulait son Cd hépatique au moins partiellement
par voie alimentaire. En plus, le BLM pour les poissons considére la toxicité seulement aux
sites des branchies, et ignore ainsi les effets toxiques possibles résultant de la prise en charge
des métaux provenant de sources alimentaires. Ceci suggére que les prévisions de BLM
basées seulement sur des concentrations de métaux dissous ne seront peut-étre pas adéquates

pour protéger les populations indigenes de poissons.



Pour évaluer exactement l'impact toxicologique de Il'exposition a un métal
particulier, I'ERE devrait donc considérer les voies alimentaires et aqueuses. Plusieurs
chercheurs ont entrepris de déterminer I'importance relative des métaux dissous et
alimentaires comme sources de métaux pour des poissons, mais les résultats démontrent un
manque évident de consensus. Par exemple, quelques études ont conclu que les sources
alimentaires et aqueuses sont importantes pour les poissons d'eau douce (Farag et al., 1994;
Kraal et al., 1995), alors que d'autres ont conclu que I'eau est la principale voie d'exposition
(Williams et Giesy, 1978), et encore d'autres proposent que les poissons regoivent la majorité
de leurs métaux de sources alimentaires (Dallinger et Kautzky, 1985; Harrison et
Klaverkamp, 1989; Mount et al., 1994). L'absence de consensus parmi les chercheurs peut
étre expliquée, en partie, par des différences dans la conception expérimentale. La plupart
des études ont été effectuées en laboratoire, ou il est souvent difficile d'éviter les artéfacts
expérimentaux Par exemple, il est difficile d'exposer des poissons aux métaux uniquement
via la nourriture parce que le métal peut désorber de la nourriture contaminée et étre ainsi
disponible pour la prise en charge par voie aqueuse par les branchies. En plus, quelques
chercheurs ont employé des régimes artificiels ou des métaux ont été ajoutés a la nourriture
(Williams et Giesy, 1978; Harrison et Klaverkamp, 1989; Handy, 1992, 1993); il n'est pas
évident que les poissons assimileront de tels métaux ajoutés de la méme maniere que les
métaux présents chez les proies contaminées naturellement.

Des modéles mathématiques peuvent également étre employés dans I'ERE pour
comprendre la bioaccumulation métallique. L'accumulation métallique est définie comme
étant le résultat net de la prise en charge, de I'élimination et de la croissance (Reinfelder et
al., 1998; Luoma et Rainbow, 2005). Donc, nous pouvons appliquer un modele cinétique de

premier ordre pour décrire la bioaccumulation métallique :



d|M|,,
—[ d]:mmal = ki[M]environnement - ke[M]animal - kg[M]animaf (1_1)

ou ki, ke et k, représentent des constantes de taux d'afflux (influx), de taux d'élimination
(efflux) et de taux de croissance, respectivement; [M ]environnement €St 1a concentration du métal
dans l'environnement; [M]anima €St la concentration métallique chez l'animal. Puisque les
poissons indigénes sont exposés aux métaux dissous et aussi aux métaux de sources

alimentaires, I'équation 1-1 peut étre développée pour inclure ces deux voies d'exposition :

d[M ]animal
dt

= ky [M]eau + EA®TIo[ Msouriture — Ke[ Manimal — Ke[ Mlanimal (1-2)

ou k, est la constante pour le taux de prise en charge des métaux dissous, et les variables
alimentaires EA, TI et [M]houmiture représentent l'efficacité d'assimilation, le taux d'ingestion et
la concentration du métal dans la nourriture.

Cette approche de modéliser cinétiquement la bioaccumulation en métaux est d'intérét
potentiel pour I'ERE car cette évaluation examine des variables importantes pour la prise en
charge alimentaire (ex., taux d'ingestion, efficacité d'assimilation, concentration de métaux
dans la nourriture) séparément des variables importantes pour la prise en charge aqueuse (ex.,
la concentration métallique aqueuse). Il est donc possible de considérer ces deux voies
d'exposition séparément dans le modele afin de déterminer leur importance relative dans
'accumulation métallique chez les poissons. En plus, les paramétres du modeéle et les

variables environnementales impliquées dans l'exposition alimentaire ou aqueuse peuvent
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étre soumises a une analyse de sensibilité pour discerner quel processus influence le plus la
bioaccumulation métallique.

| Dans le contexte de I'ERE, l'utilité de ce type de modélisation est évidente; cependant,
I'exactitude du modele est limitée par l'exactitude des parameétres estimés. Les expériences
sur la prise en charge I'élimination de métaux chez des poissons sont typiquement effectuées
en laboratoire (de Conto Cinier et al., 1999; Kargin et Corgun, 1999; Kim et al., 2004), ou les
poissons sont souvent exposés a des conditions d'exposition artificielles (par exemple, des
concentrations métallique peu réalistes, des expositions uniquement aqueuses et des études
de courte durée). De plus, les études de laboratoire examinant la dynamique des métaux chez
le poisson choisissent souvent des espéces qui ne sont pas typiquement retrouvées dans les
lacs contaminés (Harrison et Klaverkamp, 1989; Giles, 1988). En raison de ces différences
dans la conception expérimentale, I'extrapolation directe des données collectées dans le cadre
de ces dtudes de laboratoire (ex., k, et k) vers la dynamique de l'accumulation et de
I'élimination des métaux chez des poissons retrouvés dans des environnements contaminés
est difficile, voire impossible.

Présentement, les critéres de qualité de 1'eau (WQC) en regard des métaux au Canada,
aux FEtats-Unis et en Furope, sont basés sur des concentrations de métaux dissous et
supposent implicitement que les métaux alimentaires ont un impact négligeable sur la santé
des organismes aquatiques, une supposition qui n'a pas été bien établie pour les poissons. Tel
que mentionné ci-dessus, l'information incluse dans I'ERE provient traditionnellement
d'études de laboratoire ou les poissons ont souvent été exposés a des concentrations en métal
peu réalistes. Pour protéger les populations indigenes de poissons, nous devons examiner la
bioaccumulation métallique (par exemple, taux d'échange, importance des métaux

alimentaires) chez : (1) une espéce de poisson (par exemple, la perchaude; Perca flavescens)
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qui est généralement retrouvée dans des environnements contaminés par les métaux; et (2)
des poissons exposés a des concentrations biodisponibles de métaux qui sont réalistes sur le
plan environnemental. Avec cette information, nous devrions pouvoir mieux comprendre
l'accumulation métallique dans les environnements naturels, et avec cette compréhension
nous devrions étre mieux équipés pour évaluer la capacité des WQCs actuels de protéger les

populations indigénes de poissons.

1.2 La distribution subcellulaire des métaux

Les concentrations élevées en cadmium (Cd), en cuivre (Cu) et en zinc (Zn) sont
généralement retrouvées dans les lacs affectés par des opérations d'extraction et de raffinage
de métaux non précieux. Des poissons vivant dans ces environnements contaminés sont ainsi
exposés a des concentrations ¢levées de ces métaux, une situation qui méne normalement 4 la
bioaccumulation de ceux-ci. En plus d’examiner les taux d’échange en métal, la deuxiéme
composante principale de ce projet de doctorat comporte 1'évaluation de la bioreactivité de
ces metaux une fois qu'ils sont accumulés dans les tissus de la perchaude. Le cadmium est un
métal non essentiel pour les poissons, et donc son accumulation n'a aucun avantage
alimentaire ou métabolique et peut étre liée 4 la toxicité quand les concentrations excédent un
certain seuil. Le Cu et le Zn sont différents du Cd du fait qu'ils sont des métaux essentiels, et
certaines concentrations biodisponibles de ces métaux doivent étre maintenues pour satisfaire
aux besoins cellulaires. Néanmoins, dans les environnements contaminés au Cu et au Zn, les
concentrations cellulaires biodisponibles de ces métaux chez les poissons doivent étre

contrdlées afin d'empécher la toxicité (figure 1-1).



Métaux non-essentiels (e.x., Cd) Métaux essentiels (e.x., Cu)

Santé des poissons

Tolérance
Déficience
Tolérance

Toxique

Concentration cytosolique en métal

Figure 1-1:  Un modéle schématique de I'accumulation métallique au niveau subcellulaire.

Si l'accumulation métallique ne peut étre évitée (en réduisant les taux d'afflux, ou en
augmentant le taux d'élimination), la régulation subcellulaire des métaux devient un
déterminant de la toxicité. Par exemple, la séquestration des métaux par des protéines telles
que la métallothionéine (MT) est importante en contrdlant la fraction biodisponible de
quelques métaux dans les cellules. Les études précédentes chez les poissons ont démontré
que cette protéine, dont la biosynthése est induite par certains métaux et qui est riche en
soufre, est associée a des quantités significatives de Cd, de Cu et de Zn cellulaires (Olsson et

Haux, 1986; Hogstrand et al., 1991; Laflamme et al., 2000). En liant les métaux cellulaires
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excessifs, la MT protége d'autres molécules plus physiologiquement sensibles (petits
peptides ou enzymes) contre 1'accumulation métallique, qui pourrait mener a la toxicité.

En utilisant ce modele subcellulaire de bioaccumulation métallique, nous
présumerions alors que la séquestration des métaux a l'intérieur de ces fractions détoxiquées
(par exemple, avec la MT) empécherait la toxicité. Dans les environnements ou
l'accumulation métallique excede la capacité de liaison de ces molécules impliquées dans la
détoxication, les métaux accumulés déborderaient et pourraient se lier aux fractions
physiologiquement sensibles, provoquant la toxicité (voir I'hypothése de débordement; figure
1-2) (Mason et Jenkins, 1995). Cependant, une étude antérieure sur le terrain (Giguere, 2003)
a montré que ce modéle ne s'applique pas aux perchaudes chroniquement exposées aux
métaux. Dans son étude, Giguére a démontré que des métaux ont été associ€s aux fractions
sensibles (figure 1-3), indépendamment de la concentration hépatique totale du métal (c.-a-d.,
l'accumulation de Cd dans les fractions physiologiquement sensibles s'est produite méme a
de bas niveaux d'exposition de Cd chez ces poissons chroniquement exposés). Il n'y avait
aucune ¢vidence d'une concentration d'exposition «seuil» au-dessous de laquelle des

fractions sensibles en métal étaient protégées.



Figure 1-2:
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(ex., enzymes)
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Gradient d’exposition

L'hypothése du débordement (« spillover ») propose que la détoxication du métal est efficace
dans des conditions ou l'exposition n'est pas élevée, et les composantes cellulaires sensibles au
métal sont ainsi protégées contre l'accumulation. Au-dela d'une concentration d'exposition seuil
(ligne pointillée rouge verticale), la capacité de liaison des ligands impliqués dans la détoxication
(par exemple, la métallothionéine) est excédée (ligne verte a tiret) et des métaux se déversent sur

d'autres molécules physiologiquement sensibles (ligne bleue solide).
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Figure 1-3:
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La variation spatiale de Cd dans les fractions subcellulaires du foie de la perchaude prélevée dans
neuf lacs des régions de Sudbury et de Rouyn-Noranda. Les concentrations en cadmium dans (a)
les fractions de protéines dénaturées a la chaleur (HDP), (b) les organites (mitochondries (cercles
pleins), microsomes et lysosomes (cercles ouverts), (c) les protéines stables & la chaleur (HSP) et
(d) les débris cellulaires sont comparées aux concentrations en Cd dans le foie entier. Chaque
point représente des données pour les perchaudes prélevées d'un seul lac (moyenne =+ écart-type

moyen; N = 3 échantillons composés provenant de 16 foies différents - les données sont retracées

Cd hépatique (pg-g'1 poids sec)

de Giguere (2003); voir Campbell et al. (2005) également).
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Trois questions clé ont récemment été mises en évidence par Chapman et al. (2003)
dans leur revue de I'évaluation des risques environnementaux liés aux métaux :
1) les métaux s'accumulent-ils dans le biote au-dessus des niveaux de fond ?
2) les métaux accumulés peuvent-ils exercer une toxicité (c.-a-d., sont-ils bioréactifs)?
3) si oui, est-ce que cette bioréactivité des métaux accumulés peut étre lice a des

effets toxiques aux niveaux de l'individu ou de la population ?

Des études récentes sur la perchaude, menées sur le terrain, suggerent que les métaux
bioaccumulés sont en effet bioréactifs. Par exemple, au niveau cellulaire, Giguére et al.
(2005) ont démontré qu'il y avait certaines indications de stress oxydatif chez les perchaudes
prélevées de lacs contaminés dans les régions de Rouyn-Noranda et de Sudbury. De plus, des
effets a des niveaux plus élevés d'organisation biologique, tels que des perturbations
endocriniennes et métaboliques, ont également été documentés chez les perchaudes
chroniquement exposées a des métaux dans les régions de Rouyn-Noranda et de Sudbury
(Laflamme et al., 2000; Levesque et al., 2002, Couture et Kumar, 2003; Gravel et al., 2005).
Une meilleure compréhension de la fagon dont la distribution subcellulaire des métaux
change en fonction du temps (par exemple, aprés des changements abrupts dans les régimes
d'exposition, ou d'une fagon saisonniére dans un méme lac), et en fonction de l'exposition
métallique provenant de différentes sources (de sources aqueuses ou alimentaires), devrait
améliorer notre capacité de comprendre la régulation des métaux chez les poissons indigénes.
Cette nouvelle information devrait également nous permettre d'évaluer la bioréactivité des

métaux et de renforcer finalement les capacités prédictives de 'ERE.
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1.3 Pertinence de la région et des expériences de transplantation

Les lacs utilisés dans cette étude sont situés dans la région d'Abitibi, prés de la ville
de Rouyn-Noranda, approximativement 600 km au nord-ouest de Montréal, Québec, Canada
(figure 1-4). Une fonderie de cuivre est en fonction depuis 1927 dans la ville de Rouyn-
Noranda, et bien que les émissions soient controlées a I'heure actuelle, les lacs situés sous le
vent de cette fonderie sont contaminés par des métaux comme le Cd, le Cu et le Zn, a cause
des dépdts atmosphériques accumulés avec le temps. En plus de cette source atmosphérique,
quelques lacs dans cette région sont également contaminés par des sources ponctuelles
comme les effluents miniers ou les effluents d'usines impliquées dans la transformation des
métaux. Les lacs Opasatica (lac de référence) et Dufault (lac contaminé aux métaux) ont été
employés dans les études de transplantation. Nous avons également étudié d'autres lacs de
référence (Ollier et Dasserat), des lacs modérément contaminés (Vaudray et Héva) et des lacs
fortement contaminés (Osisko et Dufault) de la région de Rouyn-Noranda, et aussi les lacs
Laurentian, Wavy, Hannah et Raft de la région de Sudbury (figure 1-5), dans le cadre d'autres
expériences (les simulations modéeles et la variabilité saisonniére des métaux accumulés).

Les manipulations sur le terrain ont impliqué la transplantation réciproque de
perchaudes entre un lac de référence (Opasatica) et un lac contaminé aux métaux (Dufault).
Notre étude était d'importance particuliére pour I'ERE du fait que nous avons utilisé la
perchaude, une espéce de poisson généralement retrouvée aussi bien dans des
environnements propres que dans des environnements contaminés. Notre approche a permis
aux poissons mis en cage d'étre exposés naturellement a la nourriture et & 1'eau dans le lac
«hotey», reflétant la biodisponibilité métallique que ces poissons rencontreraient

naturellement.
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Figure 1-4:

Une carte montrant la localisation des lacs utilisés dans les études de transplantation (lacs
Opasatica et Dufault) et des lacs utilisés pour tester le modéle de bioaccumulation du Cd ainsi
que pour évaluer la variabilité saisonniére des métaux : lacs de référence (Opasatica, Dasserat et
Ollier) ; lacs modérément contaminés (Vaudray et Héva) et lacs fortement contaminés (Osisko et

Dufault).
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Figure 1-5:  Une carte de la région de Sudbury montrant l'emplacement des quatre lacs a 1'étude utilisés pour

tester le modéle de bioaccumulation du Cd.

Une approche semblable de transplantation a été employée avec succes pour étudier
l'accumulation métallique (Cd, Cu, Zn) et l'induction de la métallothionéine chez le bivalve
d'eau douce Pyganodon grandis (Couillard et al., 1995a,b; Bonneris, 2004; Perceval, 2004)
ainsi que l'accumulation en métal (Cd) dans les larves d'éphémere (Hexagenia limbata
Michaud et al., 2005). Des études semblables ont également été menées chez diverses
espeéces de poissons pour étudier l'accumulation métallique et l'induction de divers

biomarqueurs, y compris la métallothionéine : truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss),
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Roch et McCarter, 1984; barbue de riviere (Ictalurus punctatus), Schlenk et al., 1995; truite
arc-en-ciel, Camusso et al., 1995; barbue de riviére, Martin et Black, 1998; truite brune
(Salmo trutta), Olsvik et al., 2000. Cependant, contrairement a I'é¢tude de terrain présentée ici,
la conception expérimentale utilisée dans plusieurs de ces études sur les poissons impliquait
une expositién aux contaminants aqueux seulement, et les poissons n'étaient pas alimentés
pendant I'étude (Olsvik et al., 2000), ou ont été alimentés par une di¢te artificielle (Martin et
Black, 1998; Camusso et al., 1995). Cette approche ignore l'importance potentielle des
sources alimentaires en métaux. De plus, certaines de ces derni¢res études ont utilisé des
especes de poisson obtenues a partir d'étabiissements de pisciculture; de tels poissons ne
représentent pas nécessairement les poissons qui sont généralement retrouvés dans les lacs

contaminés (par exemple, la truite arc-en-ciel; Camusso et al., 1995).

1.4  Laperchaude comme espece biomoniteur

La perchaude est commune aux lacs et aux fleuves d'eau douce en Amérique du nord,
des régions au sud comprenant la Floride, jusqu'aux régions nordiques de Québec, Canada.
Cette espece de poisson joue un réle important dans les écosystémes d'eau douce car elle
représente une proie importante pour de plus grands poissons tels que le doré (Stizostedion
vitreum) ou le brochet (Esox lucius). De plus, les perchaudes sont importantes pour l'industrie
de la péche sportive, et elles sont généralement péchées en €té aussi bien qu'en hiver.

La perchaude est potentiellement un bon choix comme espéce biomoniteur pour la
contamination au métal parce que ces poissons sont abondants, faciles a attraper et ils sont
généralement retrouvés aussi bien dans des environnements propres que dans les lacs
contaminés. Cette espece de poisson est €galement relativement sédentaire, et refléte ainsi la

contamination locale (Aalto et Newsome, 1990). Il y a eu de nombreuses études sur le terrain
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sur la perchaude démontrant non seulement l'accumulation métallique et la détoxication
partielle (Laflamme et al., 2000; Levesque et al., 2002; Eastwood et Couture, 2002; Rajotte
et Couture, 2002; Audet et Couture, 2003), mais également une dégradation physiologique
comprenant le dysfonctionnement endocrinien (Laflamme et al., 2000 ; Gravel et al., 2005),
des capacités physiologiques altérées (Levesque et al., 2002; Audet et Couture, 2003;
Couture et Kumar, 2003) et un facteur de condition réduite (Couture et al., 2002 ; Levesque
et al., 2002) chez les poissons provenant d'environnements contaminés.

Ce projet de doctorat a été congu pour complémenter la recherche existante sur la
perchaude produite par notre groupe de recherche de MITE-RN (INRS - UQAM - McGill).
Les résultats de ce groupe de recherche peuvent étre généralisés comme suit (pour une revue
récente, voir Campbell et al., 2003) : (1) I'accumulation du Cd, du Zn et du Cu dans des
organes cibles (foie, rein et branchies) se produit le long d'un gradient d'exposition
métallique (Giguére et al., 2004); (2) les concentrations de métallothionéine augmentent
¢galement le long de ce gradient d'exposition métallique (Laflamme et al., 2000); (3) la
perchaude des lacs contaminés montre des anomalies métaboliques (Levesque et al., 2002) et
des réponses endocriniennes altérées (la sécrétion de cortisol altérée, basse concentration
d’hormones thyroidiennes) chez les perchaudes juvéniles (Gravel et al., 2005), ainsi que chez
les perchaudes adultes (Laflamme et al., 2000); (4) quelques indications de stress oxydatif
peuvent étre détectées dans les perchaudes prélevées de lacs contaminés (Giguére et al.,
2005) et (5) l'efficacité de croissance de la perchaude est inférieure dans les lacs contaminds
aux meétaux (Sherwood et al., 2000, 2002a, 2002b). Le travail de ce projet de doctorat a été
congu pour ajouter aux données existantes sur les tendances spatiales de I'accumulation, la
détoxication et les impacts des métaux, en élucidant la dynamique avec laquelle ces

changements se produisent. Les buts globaux de ce projet étaient : (1) de développer un
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modele de bioaccumulation pour la perchaude en utilisant des données rassemblées d'études
de terrain et (2) d'examiner les variations temporelles de la distribution subcellulaire des
métaux chez la perchaude pour mieux comprendre la bioréactivité métallique et les stratégies
de régulation des métaux au niveau subcellulaire. Ces buts ont été atteints par les expériences

et les projets décrits dans la section suivante.
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2. Objectifs et hypothéses
2.1 La dynamique de I'accumulation métallique
L'objectif de ce sous projet était de transplanter des perchaudes d'un lac de référence
(lac Opasatica) aux enclos installés dans un lac contaminé aux métaux (lac Dufault) pour
déterminer les taux d'afflux métallique a deux niveaux biologiques (organe et subcellulaire).
Notre hypothése était qu'en réponse aux concentrations ambiantes élevées du Cu et du Zn, les
poissons transplantés pourraient régler la bioaccumulation de ces métaux essentiels, tandis
que le Cd ne serait pas soumis au méme degré de régulation et les concentrations tissulaires
de ce métal non essentiel augmenteraient en fonction du temps chez les poissons transplantés.
Etant donné la capacité connue du Cd 2 induire la MT, nous avons émis I'hypothése que la
stratégie de régulation employée par les poissons en réponse a ce métal en serait

principalement une de détoxication par la séquestration avec la MT.

2.2  Ladynamique de I’élimination métallique

De fagcon semblable au sous-projet précédent, des perchaudes ont encore été
transplantées, mais cette fois dans la direction inverse (du lac Dufault vers lac Opasatica) afin
de mesurer le taux d'élimination des métaux. L'élimination métallique a été¢ examinée au
niveau de l'organe et aussi au niveau subcellulaire. Puisque le Cd peut étre considéré comme
un métal non essentiel pour les poissons, nous avons misé sur le fait qu'il ne serait pas sous le
méme degré de contréle homéostatique que le Cu et le Zn, et que son taux de perte serait plus
lent que ceux des métaux essentiels. Etant donné l'importance de la métallothionéine dans la
séquestration et I'hnoméostasie du Cu (Hogstrand et al., 1991; Mason et Jenkins, 1995), nous

avons émis I'hypothése que le Cu excessif li€ a cette fraction subcellulaire diminuerait

pendant I'expérience d'élimination. Finalement, puisque des concentrations de Zn semblent
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étre fortement réglées chez la perchaude (Giguére et al., 2004), nous nous sommes attendus
a ce que les concentrations en Zn chez les poissons du lac contaminé soient pres des niveaux
normaux, et aucune perte appréciable de ce métal n'a été prévue pendant cette

transplantation.

23 L'importance relative des sources aqueuses et alimentaires pour I'accumulation de Cd

chez la perchaude

Tel que mentionné précédemment, I'importance de l'alimentation comme source de
métaux pour la perchaude est une considération importante dans le modele de
bioaccumulation. Dans ce contexte, l'objectif de ce sous projet était de déterminer comment
la perchaude juvénile répondait & une concentration élevée de Cd alimentaire, et d'évaluer
I'importance relative du Cd alimentaire et du Cd aqueux comme voies d'exposition pour la
perchaude juvénile dans un organe cible (le foie). Dans cette expérience des perchaudes
provenant du lac Opasatica ont ét¢ maintenues dans des cages pendant 30 jours dans un lac
de référence (Opasatica) ou un lac contaminé au Cd (Dufault), et des proies étaient offertes
(zooplancton) aux poissons dans chaque lac, créant ainsi quatre régimes d'exposition : eau de
référence et nourriture de référence (référence); cau de référence et nourriture contaminée
(Cd alimentaire seulement); eau contaminée, nourriture de référence (Cd aqueux seulement);
et eau contaminée plus nourriture contaminée (Cd alimentaire + Cd aqueux). En employant
une proie naturellement contaminée (zooplancton) et des cages permettant le libre échange de
I'eau mais excluant le zooplancton naturel présent a l'extérieur des cages, cette conception
expérimentale a permis & la perchaude mise en cage d'étre exposée au Cd alimentaire et
aqueux a des concentrations et sous des formes qui étaient représentatives de celles que ces

poissons rencontrent naturellement. L'hypotheése pour cette expérience de manipulation de
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régime était que l'accumulation hépatique de Cd chez la perchaude est influencée par des

sources alimentaires.

24 La variation saisonniére des métaux

Etant donné le potentiel de la perchaude comme espéce pour le biomonitoring des
métaux, nous avons également voulu savoir si des facteurs autres que la biodisponibilité
métallique pourraient influencer 1'accumulation des métaux. Donc, le dernier objectif de cette
these était d'examiner les variations saisonnieres des concentrations de métaux hépatiques au
niveau de l'organe et aussi au niveau subcellulaire, chez la perchaude juvénile. Nous avons
déterminé les concentrations hépatiques en métal quatre fois au cours de 1'été chez les
poissons d'un lac de référence (Opasatica), d'un lac modérément contaminé (Vaudray) et de
deux lacs fortement contaminés (Osisko et Dufault). Notre hypothése était qu'il serait plus
difficile de contrdler de fagon homéostatique les concentrations de métaux et la détoxication
subcellulaire chez les poissons avec des concentrations hépatiques en métal plus élevées, et
donc nous avons émis I’hypothése que les concentrations en métal seraient plus variables
chez la perchaude des lacs contaminés. En plus de suivre les concentrations hépatiques
totales, nous avons également examiné la distribution subcellulaire de ces métaux pour

déterminer si des stratégies de régulation dans la cellule changent d'une fagon saisonniére.
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3. Meéthodologie

3.1 Conception des cages expérimentales
3.1.1 Cages utilisées dans les expériences d'accumulation et d'élimination

La méthodologie impliquait la transplantation des perchaudes juvéniles entre le lac
Dufault (lac contaminé) et le lac Opasatica (lac non contaminé). Les poissons transplantés
ont été maintenus dans des cages et échantillonnés en fonction du temps, afin d'évaluer non
seulement la prise en charge des métaux, mais également la vitesse a laquelle ceux-ci
peuvent étre éliminés une fois les poissons placés dans un environnement non-contaminé.
Pour ces expériences, les perchaudes juvéniles pesant moins de 5 g ont été choisies parce que
cette taille de poissons s'alimente principalement de zooplancton et de petits insectes
aquatiques (Gingras et Boisclair, 2000), et des cages pouvaient étre congues afin de permettre
I'entrée de ces espéces de proie, permettaht aux poissons mis en cage de s'alimenter ad
libitum. Les cages mesuraient 1,7 m de profondeur et 2,5 m en diamétre (volume : 5,7 m’ ;
figure 3-1a), avec des parois en maille de polypropyléne de 0,5 cm. Les cages (a suspension
libre) ont été suspendues & des radeaux flottants faits de tuyaux ABS (styréne de butadiéne
d'acrylonitrile) (diamétre de 10 cm) et chaque radeau soutenait quatre cages (figure 3-1 b).

Approximativement de 50 & 60 perchaudes ont été mises dans chaque cage.
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Une représentation schématique des cages utilisées dans les expériences d'accumulation et
d'élimination, montrant les dimensions des cages (a) et l'arrangement des cages dans un radeau

flottant (b). Pour fins de compréhension, l'image (b) montre seulement une cage,

chaque radeau en supportait quatre.
Afin de déterminer l'importance relative de I'eau et de la nourriture comme sources de

3.1.2 Cages utilisées dans l'expérience examinant I'importance relative des voies
alimentaires et aqueuses comme sources pour l'accumulation en Cd

provenant du lac Opasatica (lac de référence) ont été mis dans des cages (10 poissons/cage)
installées soit dans leur lac d'origine, soit dans un lac contaminé par le Cd (lac Dufault).

cadmium (Cd) pour la perchaude (1,5 +0

Figure 3-1:
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Chaque cage cylindrique (profondeur : 1,2 m, diamétre : 0,5 m) avait été fabriquée en Nitex
(maille de 64 um) complétée par des flotteurs de Styromousse et ancrée au fond du lac
(figure 3-2 ; Munger et al., 1999). Les flotteurs maintenaient l'ouverture de la cage bien au-
dessus de la surface de I'eau afin d'empécher le zooplancton d'entrer par l'action de la vague.
Les poissons mis en cage dans les deux lacs ont été alimentés avec le macro-
zooplancton récolté du lac Opasatica ou du lac Dufault, créant quatre traitements : témoin;
exposition au Cd via l'eau seulement; exposition au Cd via la nourriture seulement;
exposition au Cd via I'eau et la nourriture. La maille des cages (64 um) était assez petite pour
retenir le zooplancton fourni comme proie, tout en permettant I'échange de l'eau entre les
cages et le lac environnant (Munger et al., 1999). Des poissons ont été prélevés apres 15 et
30 j d'exposition et les branchies, le tractus gastro-intestinal, le rein et le foie ont été analysés
pour le Cd. Les perchaudes indigénes provenant de lacs Opasatica et Dufault ont également

été récoltées pour des analyses des métaux apres 0, 15 et 30 j.

3.2 Mesures d'exposition aqueuse

Des échantillons d'eau ont été prélevés des lacs d'étude une ou deux fois chaque été
(de juin en aont) par la diffusion in sifu. L'échantillonneur a diffusion était composé de
bouteilles de 250 mL (Nalgene) couvertes d'une membrane filtre (0,2 pm polysulfone; Pall
Gelman Sciences, HT-200, Ville St-Laurent, QC) ou d'un échantillonneur de conception
différente composé de huit cellules de 4-mL adjacentes également maintenues a 'abri de I'eau
du lac par une membrane de polysulfone (0,2 um). Les échantillonneurs a diffusion ont été

fixés a une tige en plastique approximativement 30 cm au-dessus du sédiment.
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Figure 3-2:  Une représentation schématique des cages utilisées dans l'expérience examinant 1'importance
relative de I'eau et de la nourriture comme sources d'accumulation en Cd chez la perchaude

Jjuvénile (adaptée de Munger et al., 1999).

Les échantillonneurs ont pu s'équilibrer pendant 10 j et 3 j dans le lac, respectivement, pour
les échantillonneurs de la bouteille de 250 mL et les huit cellules de 4 mL. Aprés
€quilibration des échantillonneurs de diffusion avec I'eau environnante, des sous échantillons
d'eau ont été prélevés pour l'analyse des principaux anions (SO4, POy, NO3, Cl), des cations
(Ca, Mg, K, Na), des métaux dissous (Al, Fe, Cd, Cu, Zn) et du carbone organique et
inorganique dissous. Le pH ambiant a également été mesuré dans les lacs a une profondeur

de 0,5 m, prés des échantillonneurs a dialyse, avec un pH-métre (Hanna Hi 9025). Les divers
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solutés ont été mesurés comme suit : cations et métaux par spectrométrie d'émission
atomique (ICP-AES, Varian, Vista AX) ; anions par chromatographie ionique (Dionex
Autolon, DX300); carbone inorganique par chromatographie en phase gazeuse avec un
détecteur a fil chaud (Perkin Elmer, Sigma 300) et carbone organique par un analyseur de
carbone organique total (Schimadzu, TOC-5000A). Des blancs et des étalons de référence
appropriés pour ces analyses étaient inclus, et les résultats analytiques étaient a l'intérieur des
limites acceptables. Les résultats des analyses décrites ci-dessus ont été employés pour
estimer les concentrations aqueuses des ions métalliques libres ([M*"), & l'aide d'un modéle

d'équilibre chimique (Windermere Humic Aqueous Model, WHAM 6.0.1 : Tipping, 1998).

33 Mesures d'accumulation métallique

Les échantillons d'organes entiers furent lyophilisés et pesés avant leur digestion dans
l'acide nitrique concentré (HNO; de 70%; ~3 mL d'acide par g poids sec de tissus). Des
digestions ont été effectuées a l'autoclave (120-125°C; 1,1-1,3 kg cm; 3 h). Au cours de
chaque digestion, des blancs (HNOs et eau MilliQ) et des échantillons de référence certifiés
(hépatopancréas du homard, Conseil national des Recherches du Canada, CNRC, TORT-1 et
TORT-2) étaient inclus. Les échantillons digérés ont alors été analysés pour le Cd, le Cu et le
Zn par ICP-AES. Pour chaque série analytique, les blancs procéduraux ont démontré une
contamination négligeable et le dosage des échantillons certifiés a donné des valeurs proches

des valeurs certifiées.

3.4  Répartition subcellulaire des métaux
Cinq foies furent combinés pour chacun des échantillons composites (N=3) et ces

échantillons composites ont été conservés dans l'azote liquide. Au moment des analyses, les
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¢chantillons de foie ont été enlevés de l'azote liquide, décongelés lentement et
homogénéisés a la main dans deux volumes de NaCl de 0,9 % froid dans un homogénéisateur
Potier-Elvehjem en verre. Les broyats de tissus ont été transférés aux tubes Eppendorf de 1,5
mL pour ensuite étre centrifugés selon un protocole adapté de celui de Wallace et al. (2003)
et Giguére (2003) (figure 13-1, Annexe A). Les broyats de tissus étaient centrifugés a 800 x
g pendant 15 min a 4°C. Cette étape a produit un surnageant (organites et protéines) et un
culot contenant des débris cellulaires. Pour séparer les organites des protéines, ce surnageant
a été centrifugé a 100 000 g pendant 60 min, produisant alors un culot contenant les organites
et un surnageant contenant les protéines et les peptides. Ce dernier surnageant a finalement
subi un traitement a la chaleur suivi d'une centrifugation a 50 000 x g pendant 10 min pour
séparer deux fractions : les protéines cytosoliques stables a la chaleur, appelée ci apres
fraction "HSP"; et les protéines dénaturées a la chaleur, appelée ci-apres fraction "HDP".
Quatre fractions ont été obtenues par ce procédé de centrifugation : débris cellulaires;
organites; HDP et HSP. Les culots ont été lyophilisés et digérés en HNO;3 a 70% pendant 5 j
a la température ambiante. Apres cette étape de digestion, les échantillons ont été dilués avec
de 'eau ultra pure (2% HNOs). Les surnageants ont été acidifiés a I'acide HNO; a 2%. Les
concentrations en métaux dans les fractions subcellulaires ont ét¢ analysées par spectrométrie
de masse (ICP-MS, Thermo Elemental, X Series) Les concentrations en métaux (Cd, Cu,
Zn) dans chaque fraction subcellulaire ont été exprimées comme pg de métal par g de foie,
ou nmol de métal par g de foie. Les blancs et les références certifiées (TORT-1) ont été
digérés de la méme maniére. Pour chaque série analytique, les blancs procéduraux ont donné
une contamination négligeable et le dosage des échantillons certifiés a donné des valeurs

proches des valeurs certifiées.
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Pour obtenir une mesure de la teneur compléte en métaux dans le foie, un aliquote du

broyat initial a été prélevé pour des analyses en métaux avant la premiére étape de

centrifugation et a été digéré selon le méme protocole que pour les autres culots

subcellulaires. Cet aliquote a également été utilis€ dans un calcul de bilan de masse pour

vérifier la récupération globale des métaux apres la séparation du foie dans les diverses
fractions subcellulaires. Les récupérations moyennes des métaux étaient bonnes (90-110 %).

Les résultats des différentes expériences sont présentés dans les Chapitres 1 a 5.
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4. Résultats

Les sections suivantes présentent les principaux résultats obtenus dans le cadre de cette
thése. Ces résultats, ainsi que des résultats et des figures additionnels, font aussi 1'objet

d'articles individuels (Chapitres 1-5).

4.1 Gradient d'exposition métallique

Les concentrations estimées de métal dissous aqueux total et de 1'ion métallique libre
variaient nettement de lac en lac (tableau 4-1). Le gradient métallique (défini comme le
rapport de la concentration en métal la plus élevée / la concentration en métal la plus basse)
pour les métaux dissous totaux suivait l'ordre : [Zn]q (205) > [Cd]q (50) > [Cu]q (12). Le
gradient de l'ion métallique libre était encore plus grand, mais dans ce cas-ci le gradient
suivait l'ordre : [Cu®*'] (21,500) > [Zn*'] (590) > [Cd*] (124). Le gradient accru du Cu®*
refléte les estimations extrémement basses de [Cu*'] dans les lacs de référence, qui résultent

de la complexation importante du Cu avec la matiere organique dissoute.

42  Expériences de transplantation : la dynamique d'accumulation et d'élimination des
métaux

4.2.1 Croissance

Les perchaudes indigénes du lac Opasatica et du lac Dufault ont grandi au cours de
1'été, mais il y avait des variations de croissance chez les perchaudes transplantées, sélon le
lac de provenance, et le lac de transplantation (figure 4-1). Par exemple, les longueurs et les
poids des poissons provenant du lac Dufault et transplantés au lac Opasatica (c.-a-d.,

l'expérience de la dynamique d'élimination métallique) ont augmenté pendant la période de
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transplantation (cercles pleins; figure 4-1 a et b). Par contre, les poissons transplantés dans

l'autre direction (c.-a-d., I'expérience de la dynamique d'accumulation métallique) ont montré

des augmentations de poids et de longueur seulement lors des 20 premiers jours, apres quoi

leur taille est restée relativement stable pendant le reste de la période de transplantation

Tableau 4-1: Les concentrations de Cd, de Cu et de Zn aqueux mesurées dans les lacs d'étude.
Région Lac pH [Cd] [Cd*™] [Cu] [Cu®] [Zn] [Zn*1]
(M)  (aM) (nM) (nM) oM) (M)
Bousquet (BO)' 6,6 1,1 0,28 56 1,7E-2 164 55
Dasserat (DA)' 7,5 0,18 0,03 32 5,1E-4 57 10,4
Dufault (DU) 7,7 5,55 2,47 225 0,06 1015 432
Rouyn-Noranda Héva (HE)' 6,1 0,54 0,21 35 4,5E-2 56 26,2
Ollier (OL) 7,3 0,28 0,06 66 1,35E-3 668 15
Opasatica (OP) 7,7 0,11 0,02 47 5,83E-4 4,96 0,73
Osisko (OS) 7,7 1,45 0,70 &9 0,01 204 88
Vaudray (VA) 7.8 0,81 0,05 57 7,44E-4 62 5,40
Hannah (HA)? 7,0 2,4 1,0 370 0,44 50 24
Laurentian (LA)2 6,4 0,6 0,26 140 0,08 30 12
Sudbury
Raft (RAY 6,7 1,7 0,88 130 0,09 160 80
Wavy (WA) 5,0 1,5 1,2 110 11 120 100
Ratio (max/min) 50 124 12 2,15E4 205 592

"Giguére et al. (2004); * Giguére et al. (2005)
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(triangles pleins, figure 4-1 a et b). Les poids et longueurs des poissons témoins mis en cage
(les symboles ouverts, les lignes tirées, figure 4-1 a et b) sont demeurés relativement
constants pendant la période de transplantation. Le facteur de condition de Fulton (FCF;
calculé comme (poids x longeur™) x 100) pour des poissons mis en cage était également
relativement constant (0,9 — 1,1), sauf pour les poissons témoins mis en cage dans le lac
Dufault (C-DUF) ou le FCF était généralement inférieur et variait de 0,78 & 0,90 (figure

4-1 c).

4.2.2 Ladynamique du cadmium

Chez les poissons transplantés du lac Opasatica au lac Dufault, les concentrations en
Cd chez les perchaudes ont augmenté au cours de la période d'exposition de 70 j dans tous les
organes examinés. L'accumulation du Cd dans les branchies et le tractus gastro-intestinal s'est
produite rapidement; les concentrations en Cd dans ces organes au jour 10 de la
transplantation étaient significativement plus élevées (P < 0,01) que celles chez les contrdles
(Chapitre 8, figure 1). L'accumulation en cadmium était plus lente dans le rein et le foie; il y
avait une période de retard de 10-20 j, aprés laquelle les concentrations en Cd ont augmenté
progressivement pendant les derniers 50 j de la période d'exposition. Dans le foie, au niveau
subcellulaire, les concentrations en Cd ont augmenté principalement dans la fraction
contenant les protéines stébles a la chaleur (HSP; par exemple la métallothionéine). A la fin
de 70 j d'exposition, les concentrations en Cd dans les diverses fractions subcellulaires ont
diminué€ dans 'ordre : HSP > débris cellulaire > organites > protéines dénaturées a la chaleur

(HDP) (figure 4-2 ¢).
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Figure 4-1:
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Changements de longueur, de poids, et de facteur de condition pour les poissons indigenes du lac
Dufault (cercles rouges), du lac Opasatica (triangles bleues) (panneaux a-c) ainsi que pour les
poissons transplantés (panneaux d-f). Pour les études de transplantation, les poissons provenant
du lac Dufault sont représentés par des cercles; les perchaudes transplantées au lac Opasatica
(cinétique d'élimination), par des cercles pleins, et les perchaudes transplantées dans des cages
dans le lac Dufault (poissons témoins) par des cercles ouverts. Les poissons provenant du lac
Opasatica sont représentés par des triangles; les perchaudes transplantées au lac Dufault
(cinétique de prise en charge) sont représentées par des triangles pleins, et les perchaudes
transplantées au lac Opasatica (poissons témoins) par des triangles ouverts. Les poissons témoins
mis en cage sont indiqués par des symboles ouverts et des lignes a tirets, tandis que les poissons
qui ont été réciproquement transplantés sont représentés par des symboles pleins et des lignes

solides.
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Variations dans les concentrations hépatiques totales en Cd pendant les expériences
d'accumulation (panneau a) et d'élimination (panneau b). Variations dans les concentrations en
Cd dans les fractions subcellulaires pendant les expériences d'accumulation (panneau c) et
d'élimination (panneau d).

Pour étudier la cinétique d'élimination en métal, des perchaudes ont été transplantées

du lac Dufault au lac Opasatica. Chez ces poissons, les concentrations en Cd ont diminué

progressivement dans le tractus gastro-intestinal et les branchies et les concentrations a la fin

de I'étude étaient significativement inférieures aux valeurs initiales (P < 0,05 ; Chapitre 9,

figure 2). Les concentrations finales en Cd dans le rein étaient aussi significativement
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inférieures (P < 0,05) a celles au début de I'expérience. Cependant, les concentrations dans
le foie n'étaient pas significativement inférieures (P < 0,05) aux concentrations initiales dans
cet organe. Dans le foie, les concentrations initiales en Cd étaient les plus €levées dans la
fraction HSP, et les concentrations n'ont diminué significativement (P > 0,05) dans aucune

des fractions subcellulaires pendant la période de 75 j (figure 4-2 d).

4.2.3 Les dynamiques du Cu et du Zn

Chez les poissons transplantés au lac contaminé en métaux (lac Dufault), les
dynamiques du Cu et du Zn dans les branchies étaient semblables; il y avait un saut dans les
concentrations au jour 5, suivi d'une diminution dans la concentration au jour 10 (Chapitre 8§,
figure 2). Aprés cette baisse, les concentrations de ces deux métaux ont augmenté encore
graduellement jusqu'a ce qu'un plateau soit atteint au jour 50. Dans le tractus gastro-
intestinal, les concentrations en Cu étaient significativement plus élevées (P < 0,05) chez les
poissons transplantés, tandis que les concentrations en Zn étaient variables, et n'ont pas
différé de maniére significative des contréles mis en cage. Dans le rein, les concentrations en
Cu et en Zn ont augmenté progressivement. Les concentrations en Cu ont également
augmenté dans le foie des poissons transplantés, mais les concentrations en Zn n'étaient pas
significativement différentes de celles chez les perchaudes de contrdle aprés 70 j d’exposition
dans le lac Dufault. Etant donné que les concentrations en Zn dans le foie étaient variables
pendant l'expérience d'accumulation et ont montré peu d'augmentation nette de concentration,
les résultats subcellulaires présentés ici se concentreront seulement sur ceux pour le Cu (pour
une description d'accumulation du Zn au niveau subcellulaire, voir le Chapitre 8). Chez les
poissons transplantés, les concentrations en Cu ont augmenté progressivement dans la

fraction HSP. Aprés une exposition de 70 j aux concentrations ambiantes €élevées en Cu, les
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concentrations dans la fraction HSP étaient approximativement 2 fois plus élevées que dans

les autres fractions, suivies par les organites > débris cellulaire ~ fraction HDP (figure 4-3 ¢).
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Figure 4-3: Variations des concentrations hépatiques totales en Cu pendant (a) les expériences
d'accumulation et (b) les expériences d'élimination. Variations des concentrations en Cu dans les

fractions subcellulaires pendant (c) les expériences d'accumulation et (d) les expériences

d'élimination.
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Lorsque les perchaudes ont été transplantées du lac Dufault au lac Opasatica (c.-a-d.,
l'expérience d'élimination), les concentrations en Cu dans le tractus gastro-intestinal et dans
le foie étaient significativement (P < 0,05) inférieures aux concentrations initiales au jour 10
de la phase d'élimination (figure 4-3 b; Chapitre 9, figure 4). De plus, apres 10 j (tractus
gastro-intestinal) et 20 j (foie), les concentrations en Cu sont restées plus ou moins constantes
dans ces organes, suggérant qu'un état stationnaire était atteint. Par contre, les concentrations
en Cu dans les branchies et le rein étaient semblables a celles observées chez les poissons
indigénes du lac Opasatica, suggérant que le Cu ne s'accumule pas dans ces organes chez les
poissons du lac Dufault (Chapitre 9, figure 4).

Dans le foie, au niveau subcellulaire, les concentrations en Cu dans les débris
cellulaires et la fraction des protéines dénaturées a la chaleur n'ont pas changé
significativement (P > 0,05; figure 4-3 d). Les concentrations en Cu ont cependant diminué
dans les organites et la fraction HSP; les concentrations étaient significativement inférieures

(P <0,05) apres 20 j d'exposition dans le lac de référence.

4.3 L'importance relative du Cd alimentaire et du Cd aqueux comme vecteurs
d'exposition pour la perchaude juvénile
43.1 Concentrations en cadmium dans les organes des perchaudes mises en cage
Les résultats de cette étude indiquent que les branchies, le tractus gastro-intestinal, le
rein et le foie accumulent le Cd environnemental différemment (Chapitre 10). Par exemple,
chez les poissons mis en cage, les concentrations en Cd dans le tractus gastro-intestinal et les
branchies ont été fortement influencées par le Cd aqueux, tandis que le Cd alimentaire a n'a
eu que peu d'effet (Chapitre 10, figure 1 a, b). Ce manque d'accumulation de Cd dans le

tractus gastro-intestinal de la perchaude exposé au Cd en nourriture seulement (zooplancton)
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suggere que si les perchaudes accumulent le Cd de la nourriture, elles ne le stockent pas dans
leur intestin. De méme, le rein a également semblé étre fortement influencé par le Cd aqueux,
mais pas par le Cd alimentaire (Chapitre 10, figure 2b). Contrairement aux autres organes,

'accumulation de Cd dans le foie a été influencée par le Cd alimentaire et aqueux (Chapitre

10, figure 1 d).

4.3.2 Changements de la répartition subcellulaire du Cd résultant de différentes expositions

(alimentaire vs. aqueuse)

Pendant 'étude, les concentrations hépatiques en Cd ont augmenté dans la fraction
des protéines dénaturées a la chaleur (HDP) chez des poissons exposés au Cd aqueux
seulement (WO), mais en raison de la variabilité des données,‘ ces augmentations n'étaient
pas significatives (P > 0,05). Dans ces poissons, la [Cd]upp a augmenté approximativement
par 3 féis pendant la période d'exposition de 30 j (Chapitre 10, figure 2). Les concentrations
en cadmium dans cette fraction ont également augmenté approximativement par 3 fois chez
les poissons recevant le Cd de sources alimentaires + aqueuses (FW), tandis que chez les
poissons exposés au Cd alimentaire seulement (FO), les concentrations en Cd ont peu changé
pendant la période d'exposition. Dans la fraction des organites, les concentrations en Cd ont
augmenté par un facteur approximativement de 2 & 3, entre les jours 0 et 30 chez tous les
poissons recevant le Cd (Chapitre 10, figure 2). Cependant, en raison de la variabilité des
données, aucune de ces augmentations en concentration n'était significative (P > 0,05). Par
ailleurs, dans la fraction des protéines stables a la chaleur, on a observé des augmentations
dramatiques de concentrations en Cd, les concentrations dans cette fraction au jour 30 étant
approximativement 5 fois plus élevées que les valeurs initiales pour tous les poissons

recevant le Cd indépendamment de la voie d'exposition (Chapitre 10, figure 2).
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4.4 Variation saisonniére des concentrations en Cd et en Cu
4.4.1 Résultats au niveau de 'organe

Les concentrations (ug.g') en métal chez la perchaude juvénile ont changé
significativement au cours de I'été (de mai en aofit), mais seulement chez les poissons avec
les concentrations hépatiques les plus élevées en Cd (lacs Dufault et Vaudray) et en Cu (lacs
Dufault et Osisko). Les concentrations hépatiques en Cd et en Cu étaient les plus basses chez
les perchaudes du lac Opasatica et il n'y avait aucune variation significative des
concentrations de ces métaux dans les foies des perchaudes récoltées dans ce lac au cours de
1'été (Chapitre 11, figure 2). De méme, les concentrations en Cd chez les perchaudes du lac
Osisko n'ont pas changé significativement, mais les concentrations en Cu chez ces poissons
prélevés en juin étaient significativement plus élevées (P < 0,05) que celles des poissons
récoltés au courant des autres mois. Les concentrations hépatiques en Cd dans les perchaudes
du lac Vaudray et du lac Dufault ont changé d'une facon semblable, les concentrations les
plus basses se présentant en juillet. Les concentrations en Cu chez les perchaudes de ces deux
lacs ont également montré une tendance semblable, avec la concentration la plus élevée se
produisant en mai et la concentration la plus basse se produisant en juin.

La teneur en Cd (nug) dans le foie a augmenté significativement (P < 0,05) chez les
poissons de tous les lacs d'étude au cours de I'été. En aolt, la teneur en Cd avait augmenté
approximativement par 3 fois dans le foie de perchaudes des lacs Dufault et Vaudray, mais
seulement par 2 fois chez les poissons des lacs Opasatica et Osisko. La teneur en Cu a
augmenté significativement chez la perchaude des lacs Opasatica et Vaudray, tandis que la
quantité de ce métal était variable chez les poissons des lacs Dufault et Osisko, ne montrant

aucune tendance distincte au cours de 1'été. Les perchaudes du lac Opasatica avaient une
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teneur en Cu approximativement 4 fois plus élevée en aofit comparé a celle en mai, suivi par

Vaudray =~ Osisko (2 fois plus élevée) < Dufault (1,5 fois plus élevée).

4.4.2 Résultats au niveau subcellulaire

Les concentrations hépatiques en Cd étaient plus élevées dans la fraction des
protéines stables a la chaleur (HSP) chez les perchaudes provenant des lacs avec des
concentrations en Cd élevées (Chapitre 11, figure 5 : lacs Vaudray, Osisko et Dufault). Par
contre, les concentrations hépatiques en Cd chez les perchaudes du lac Opasatica étaient
semblables dans toutes les fractions, y compris la fraction HSP, bien que les concentrations
aient. diminué significativement (P < 0,05) dans les fractions des protéines dénaturées a la
chaleur (HDP) et des organites au cours de I'été. De plus, les concentrations étaient trés
basses (<1,6 pg-g') dans toutes les fractions subcellulaires hépatiques chez les poissons
récoltés de ce lac de référence.

Les concentrations en Cd associées a la fraction des protéines dénaturées a la chaleur
(HDP) étaient semblables chez les perchaudes des lacs Vaudray et Dufault, s'étendant
approximativement de 2 4 3 pug-g” sans tendance temporelle significative (P > 0,05) au cours
de I'été. Dans le lac Osisko, il y avait plus de variation, les concentrations en Cd dans la
fraction HDP diminuant de 4 4 1 pg-g”’ au cours de I'été. Les concentrations en Cd ont
également peu changé durant 1’ét€ dans la fraction des organites chez les perchaudes du lac
Vaudray (2 4 3 pg-g”) et du lac Osisko (1 a2 ng-g?), tandis que les concentrations étaient
plus élevées chez les perchaudes du lac Dufault (4 4 5 pg- g"). La fraction de débris cellulaire
avait des concentrations de 2 a 3 pg-g" chez les perchaudes des lacs Vaudray et Osisko,

tandis que les concentrations étaient plus variables chez les perchaudes du lac Dufault (3 a 6

ngg").
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Semblables aux résultats pour le Cd, les concentrations en Cu étaient les plus

élevées dans la fraction HSP chez les perchaudes récoltées des lacs Vaudray, Osisko et
Dufault (Chapitre 11, figure 7), mais étaient basses cependant dans la fraction HSP chez les
perchaudes du lac Opasatica (4 a 6 pg: g!), dans la méme gamme des concentrations que pour
les autres fractions. Dans .chacun des quatre lacs, la [Cu]ysp a montré une variation
saisonniére considérable. Dans les deux lacs avec les plus basses concentrations aqueuses en
Cu (Vaudray et Opasatica), les concentrations dans les autres fractions subcellulaires étaient
semblables et s'étendaient de 3 a 4 pg~g'1 dans les fractions de débris cellulaires et des
organites, et de 2 4 3 pg-g” dans les fractions HDP chez les perchaudes de ces deux lacs. Par
contre, les concentrations en [Culgpp chez les perchaudes du Lac Dufault et [Cu]organites Chez
les perchaudes du Lac Dufault et du Lac Osisko étaient non seulement plus variables , mais

également les concentrations étaient beaucoup plus élevées.

4.5 Développement du modéle de bioaccumulation pour le Cd
4.5.1 Le modele de bioaccumulation

Nous avons choisi le foie de la perchaude pour modéliser I'accumulation de Cd parce
que cet organe est relativement gros et facile a exciser; il est important comme organe de
stockage de Cd chez cette espéce du poisson (Giguére et al., 2064), et il est influencé par le
Cd de sources alimentaires et aqueuses (Kraemer et al., 2005b). Pour décrire I'échange du Cd
dans le foie, nous avons appliqué un modele du premier ordre (Luoma et Rainbow, 2005;

Munger et al., 1999)‘ :

d|Cd];
dt

= k,[Cd?* |+ (BA x TIX[Cd],pieee) — K. [Cd]s — &, [Cd]; (4-1)

nourriture
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d[cd],
dt

Ou est les changements du [Cd] en fonction du temps, le k,, k. et k, sont des

constantes du taux d'afflux de Cd & partir de l'eau (L™-g"-d™), du taux d'élimination de Cd
(d") et du taux de la croissance du foie (d™), respectivement; [Cd*] est la concentration de
l'ion libre de Cd dans l'eau du lac (ug-L™"); [Cd]r est la concentration en Cd dans le foie (ug-g
! poids sec); [Cd]noumiture est la concentration en Cd dans la nourriture de la perchaude (ug-g”
poids sec); EA est l'efficacité avec laquelle la perchaude assimile le Cd dans la nourriture

(%); et TI est le débit d'ingestion de la nourriture par la perchaude (g-g”-d™).

4.5.2 Laprise en charge du Cd par l'eau

D'abord, nous avons examiné si nous pouvions employer seulement des
concentrations en Cd dans l'eau pour prédire les concentrations en Cd dans le foie de la
perchaude, en partie parce que ceci simplifierait l'utilisation de ce poisson comme
biomoniteur de Cd. Cette hypothése nous semblait raisonnable parce que les résultats
d'expériences dans lesquelles des poissons ont été¢ exposés au Cd alimentaire seulement, au
Cd aqueux seulement, ou au Cd alimentaire + Cd aqueux (Chapitre 10) suggerent que le Cd
de source aqueuse soit un vecteur d'exposition au Cd plus important que les sources

alimentaires pour la perchaude juvénile
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Tableau 4-2: Concentrations hépatiques en cadmium (moyenne + ET) chez la perchaude
juvénile du lac de référence, et les poissons exposés pendant 30 j au Cd alimentaire
seulement, au Cd aqueux seulement, et au Cd alimentaire + Cd aqueux (Chapitre 10).
Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes

(one-way ANOVA avec des corrections de Tukey-Kramer, P > 0,05).

Cadmium hépatique

Conditions d'exposition (ng-g”, poids sec)
Nourriture seulement 7,7+ 0,9b
Eau seulement | 10,8 +£0,5°
Eau + nourriture 10,4 + 0,5
Référence (perchaudes indigénes du lac Opasatica) 2,8+04°

(tableau 4-2). En conséquence, comme premiere approximation, nous avons ignoré les

noutriture )

paramétres décrivant la prise en charge de Cd par la nourriture (EA x TTx[Cd]

De plus, nous avons supposé que la perte de Cd chez la perchaude était négligeable, tot dans

l'expérience d'accumulation (Chapitre 8).



45

Tableau 4-3: Sommaire des paramétres du modéle de bioaccumulation du Cd a partir de I'eau ambiante.

Section ou le
Parametres Symbole  Valeur estimée parametre est

(xET) décrit

Constante du taux de la croissance

(d"):
e transplantation d'élimination kg 0,007 = 0,002 4.5.2
e moyenne utilisée dans les 0,014 + 0,003 4.5.5

prévisions d'état stationnaire

Constante du taux d'élimination (d'l) k. 0,002 + 0,001 453
Constante du taux de la prise en charge ky 1,82 + 0,60 4.5.1
(Lg'd")

Finalement, parce que les changements de la masse du foie étaient négligeables
pendant l'expérience d'accumulation (Chapitre 5, figure 1), nous avons ignoré la dilution de

Cd due a la croissance du foie. Ainsi I'équation 4-1 devient :

d[Cd]F 2
=k, |Cd™ 4-2
=k, [ca”] (4-2)
. d|cd] .
Nous avons estimé Y par la pente de la phase linéaire initiale de la prise en charge du

Cd lorsque les poissons étaient exposés au Cd dans l'eau, libres de s'alimenter ad libitum sur
le zooplancton contaminé au Cd (Chapitre 8), c'est a dire, 0,48 + 0,17 (écart-type) pg-g”

foie-d! (r2 = 0,99, P <0,01; Kraemer et al., 2005a). Substituant cette valeur aussi bien que
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celle pour la concentration de Cd*' aqueux dans le lac Dufault pendant la période de
transplantation (0,27 pg-L™) dans I'équation 4-2, on obtient une valeur pourk, de 1,8 L-g".d"!

(tableau 4-3).

4.5.3 Considération de la croissance

Le taux de croissance du foie peut étre calculé en utilisant I'équation :

W = Weke! (4-3)
ou W = la masse au temps t et W, est la masse initiale. Bien que la masse du foie n'ait pas
changé pendant les expériences d'accumulation, il y avait des augmentations significatives (r*
= 0,67, P = 0,03) de la masse du foie pendant l'expérience d'élimination (Chapitre 12, figure
1). En utilisant ces données, on a estimé que le taux de croissance du foie était 0,007 + 0,002
d’. Cette valeur a été employée dans le calcul du k. (équation 4-4) et de la demi-vie du Cd

(équation 4-5) dans le foie.

4.5.4 Lamodélisation de I'élimination du cadmium

Dans le lac Opasatica, bien que les concentrations ambiantes de Cd soient basses
comparées a celles du lac Dufault, l'afflux de ce métal est probablement toujours en cours
chez les perchaudes transplantées pendant les expériences d'élimination. Cependant, parce
que les poissons ont grandi pendant I'expérience (Chapitre 5, figure 1), cet afflux a un impact
minimal sur les concentrations hépatiques en Cd. En effet, les concentrations en Cd dans le
foie des perchaudes indigénes du lac Opasatica n'ont pas changé de facon significative
pendant la saison (Chapitre 11), soutenant la notion que l'afflux du Cd chez les perchaudes
transplantées au lac Opasatica a une influence minimale sur leurs concentrations hépatiques

en Cd.
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Puisque le modéle de bioaccumulation emploie des concentrations, nous -avons
supposé que l'afflux en métal chez les perchaudes transplantées au lac Opasatica a eu une
influence insignifiante sur des concentrations hépatiques en Cd. La forme intégrée de

I'équation (4-1) devient alors :

[M], =[M] o7t (4-4)

ou le kg est la constante du taux de la croissance, [M]r est la concentration de Cd au temps (1)
et [M ]; est la concentration initiale de Cd dans le foie. En utilisant 1'équation (4-4) et les

données de 1'élimination du Cd, nous avons estimé la constante de taux de perte (k) 2 0,002
+ 0,001 d' pour le foie de la perchaude (tableau 4-3). Une fois la valeur de k. estimée,
I'équation (4-5) a été utilisée pour produire une courbe modele pour les données d'élimination
du Cd (figure 4-4) (pour les courbes modéles de I'élimination du Cu et du Zn, voir le
Chapitre 10).

La courbe calculée pour le Cd concordait assez bien avec les données observées dans
le foie (figure 4-4). Il est important de noter, cependant, qu'il y avait peu de changement dans
les concentrations hépatiques en Cd pendant la transplantation, et qu'il y avait passablement

d'incertitude autour de la courbe calculée (k. = 0,002 + 0,001; moyenne =+ écart-type).
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Figure 4-4:  Variations de concentrations en Cd dans le foie des perchaudes transplantées au lac Opasatica

(cercles pleins). La courbe a été tracée a partir de 1'équation 4-4.

En utilisant les valeurs de k. et de kg, nous avons estimé la demi-vie biologique (1)
pour le Cd dans le foie des perchaudes transplantées par le réarrangement de 'équation (4-4)

et la solution pour le t,, comme suit :

In0.5

= 4-5
s 4-5)

La demi-vie du Cd (moyenne =+ écart-type ) était la plus longue dans le foie (75 % 22 j) suivie

par le rein (52 + 8 j) > le tractus gastro-intestinal (37 = 12 j) > les branchies (18 + 8 j).
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4.5.5 Lamodélisation de I'accumulation hépatique en cadmium
Il y avait un retard dans l'accumulation en Cd pendant les 10 premiers jours de
transplantation. Apres cette période, les concentrations ont progressivement augmenté. En
utilisant les constantes estimées du k, et du k., et en ignorant la dilution de la croissance
(Chapitre 5, figure 1), la dynamique d'accumulation en métal (c.-a-d., jour 10 — 70) peut

également étre modélisée en utilisant la forme intégrée de I'équation (4-1) :

[M ] i k [M ] i 4 —k,t
M = environnement U environnement M e 4_6
3 (7 A T ) o

La simulation pour le Cd hépatique était raisonnablement conforme aux changements
observés pendant la transplantation (figure 4-5), suggérant que les estimations des constantes

k, et k. étaient des approximations raisonnables.
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Figure 4-5:  Variations des concentrations en Cd dans le foie des perchaudes transplantées au lac Dufault

(cercles pleins). La courbe modéle a été tracée a partir de 'équation (4-6).

4.5.6 La modélisation des concentrations a 1'état stationnaire

En utilisant les constantes pour la prise en charge du cadmium a partir de 'eau (ky),
pour I'élimination (k.) et pour la croissance (k,), nous pouvons maintenant procéder aux
modélisations des concentrations en Cd chez les poissons qui sont & 1'état stationnaire vis a
vis de leur environnement. Pour examiner ce modéle, nous avons utilis€ des données
provenant de perchaudes récoltées d'une série de lacs affectés par le Cd. En utilisant la forme
intégrée de 1'équation 4-1, les concentrations en Cd a 1'état stationnaire peuvent étre décrites

par :
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k.[cd],

cdl,, =
[ ]eS ke + kg

(4-7)

ou le k, dans le modele représente une constante de croissance moyenne (0,014 + 0,003 d’,
tableau 4-2) pour les perchaudes récoltées de quatre lacs différents pendant 1'été (de mai en
aofit, moyenne + écart-type) : Opasatica (0,017 + 0,002 d!), Vaudray (0,016 + 0,003 d),
Dufault (0,013 + 0,003 d) et Osisko (0,011 £ 0,003 d™).

En utilisant seulement les concentrations en Cd*" aqueux, il y avait une concordance
raisonnablement bonne entre les concentrations mesurées et celles prédites pour des poissons
des lacs Osisko et Dufault (région de Rouyn-Noranda) et des lacs Wavy et Hannah (région de
Sudbury) (figure 4-6). Les prévisions du modele étaient cependant nettement moins bonnes
pour les poissons prélevés des lacs de référence ou des lacs modérément contaminés en Cd,
suggérant que le Cd alimentaire puisse jouer un rdle plus important dans des lacs avec des
basses concentrations en Cd.

Pour évaluer cette hypothése, nous avons développé I'équation 4-7 pour inclure la

prise en charge des sources alimentaires:

[Cd]és — ku [Cd]eau + (EA ® T] ® [Cd]nourriture)
k,+k,

(4-8)
ou 'EA représente I'efficacité d'assimilation (%), TI représente le taux d'ingestion (g-g™'-d™)
et [Cd]nouriture €St 1a concentration (ug-g‘l) en Cd dans la nourriture. Les concentrations en Cd
dans la nourriture (zooplancton) ont été¢ mesurées dans les lacs d'étude (Chapitre 11, tableau
2). Parce que I'EA et 1I'TI n'ont pas été mesurés directement dans nos expériences, les valeurs

pour ces parametres proviennent de la littérature.
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Figure 4-6:
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Comparaison des concentrations hépatiques en Cd mesurées chez les perchaudes récoltées le long
d'un gradient de concentration en Cd avec des concentrations prévues par le modéle, tenant
compte seulement des concentrations aqueuses de Cd*". Chaque point (moyenne + ET)
correspond aux perchaudes prélevées d'un lac différent (voir le tableau 4-1 pour les noms et les
descriptions des lacs). La ligne a tirets représente un rapport de 1:1. Les erreurs (écarts-types)
associées aux prédictions obtenues par le modéle, ont été obtenues par ré-échantillonnage
paramétrique du type bootstrap (Wehrens et al., 2000). Pour chaque cas, 500 échantillons

bootstrap sont générés pour I'évaluation de la performance du modéle.

En utilisant un modele de bilan de masse de mercure, Trudel et al. (2000) ont estimé

les taux d'ingestion des perchaudes dgées de 1 an a 0,028 g-g'd”' pour une riviére de

référence (riviére des Outaouais). En utilisant une technique de radio-traceur (*’Cd),

Sherwood et al. (2000) ont estimé les taux d'ingestion pour les perchaudes adultes (dge 4+)

récoltées des mémes lacs que ceux étudiés dans cette thése. Selon leurs résultats, les

perchaudes des lacs contaminés avaient un taux d'ingestion semblable aux perchaudes des
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lacs de référence (moyenne + ET) : 0,0155 g-g'd” £ 0,0030 et 0,0175 g-g''d" + 0,0019,
respectivement, ce qui indique que ce paramétre n'est pas sensible a la contamination en
métaux. Etant donné que le taux d'ingestion est probablement plus élevé pour des jeunes
poissons, nous avons choisi une valeur de 0,028 g- g'd"! comme celle rapportée par Trudel et
al. (2000) pour les perchaudes agées d'un an et plus dans nos simulations.

Il y a eu peu d'études de laboratoire examinant l'efficacité d'assimilation du Cd chez
les poissons. Liu et al. (2002) ont estimé que le poisson-zébre (Danio reiro) alimenté au
zooplancton (Daphnia magna) assimilait de 3 a 8 % du Cd présent dans leur nourriture. Ces
résultats étaient comparables a la valeur de 2,7 % estimée pour des capucettes (Menidia
menidia et Menidia beryllina) nourries au zooplancton (Reinfelder et Fisher, 1994). Des EAs
beaucoup plus élevées de 23 %, 14-33 % et 10-26 % ont été estimées pour des bars
d'Amérique juvéniles (Morone saxatilis), des «glassy fish» (Ambassis urotaenia) et des
périophthalmes  (Periophthalmus cantonensis), respectivement, tous alimentés au
zooplancton contaminé au Cd (Ni et al., 2000; Baines et Fisher, 2002). Etant donné que les
perchaudes mangent principalement du zooplancton, nous avons supposé que l'efficacité
d'assimilation du Cd serait corﬁparable a celles déterminées précédemment en laboratoire, et
avons donc choisi 10 % comme une premiére estimation d'EA.

En utilisant les six lacs dans lesquels nous avons mesuré des concentrations en Cd
dans la nourriture (lacs Opasatica, Ollier, Bousquet, Vaudray, Osisko et Dufault), nous avons
alors calculé des concentrations hépatiques en Cd a 1'état stationnaire et les avons comparées
aux concentrations mesurées. Les résultats (figure 4-7 a) ont montré une bonne concordance
entre les concentrations prédites et celles mesurées pour les poissons des lacs contaminés,
mais les valeurs prédites étaient toujours beaucoup inférieures aux concentrations mesurées

chez les poissons des lacs de référence et des lacs modérément contaminés, avec des ratios
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{[Cd]res) prédite / [Cd]pesymesurée} -100) de 6 % (Vaudray), de 30 % (Bousquet), de 35 %
(Ollier) et de 16 % (Opasatica).

Les efficacités d'assimilation de Cd sont variables pour les poissons exposés a de
bqsses concentrations en Cd dans la nourriture (Douben, 1989), et il est possible que la valeur
d'EA choisie pour les perchaudes fiit trop basse. Si nous augmentons I'EA a la valeur
maximum observée pour des poissons se nourrissant de zooplancton (33 % ; Baines et Fisher,
2002), nous observons que bien qu'il y ait un meilleur accord entre les valeurs prédites et
celle mesurées, les valeurs prévues sont toujours trés inférieures a celle observées pour les

poissons des lacs Bousquet, Vaudray, Ollier et Opasatica (figure 4-7 b)
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Figure 4-7:  L'accord entre les concentrations en Cd mesurées et celles prédites dans le foie des perchaudes
récoltées le long d'un gradient en concentrations métalliques, en fixant l'efficacité d'assimilation a

10 % (a) ou a 33 % (b). La ligne a tirets représente un rapport de 1:1.
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A partir de ces résultats, nous avons émis I'hypothése que le Cd de source alimentaire
était plus important pour les perchaudes provenant de lacs avec des basses concentrations
aqueuses en Cd*". Pour illustrer cette idée, nous avons utilisé le modéle pour prédire
I'importance relative du Cd alimentaire et du Cd aqueux pour les perchaudes. Les résultats de
la simulation en fonction de Cd** aqueux sont présentés dans la figure 4-8. Quand les
concentrations aqueuses en Cd sont basses, la nourriture (les concentrations en Cd mesurées
dans le zooplancton sont présentées au Chapitre 11, tableau 2) joue un réle plus important
comme source de Cd pour le foie. De plus, avec les résultats du modele, nous voyons que
lorsque les concentrations en Cd*" augmentent, l'importance relative du Cd alimentaire

diminue.
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Figure 4-8:
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5. Discussion et intégration des résultats

Un des objectifs principaux de cette thése était d'utiliser des études de transplantation
pour mieux comprendre l‘accumulatién en métal et les stratégies de régulation des métaux
chez les perchaudes. Parce que ces études visaient & comprendre les processus impliqués
dans l'accumulation des métaux, elles contribuent collectivement a la base des données sur
cette espeéce de poisson et renforcent son potentiel comme biomoniteur de métaux. La
discussion des résultats expérimentaux obtenus dans le cadre de cette thése est présentée dans

les sections suivantes.

5.1 Accumulation en métal au niveau des organes
5.1.1 Dynamique de la prise en charge et de I'élimination des métaux au niveau des organes
Il y a trois stratégies principales qui peuvent étre déployées par des poissons en
réponse a des concentrations ambiantes élevées en métal, afin de prévenir la toxicité en métal
: (1) empécher ou réduire le taux de prise en charge du métal; (2) augmenter le taux
d'élimination du métal; et (3) contrdler la biodisponibilité subcellulaire en métal. La capacité
de la perchaude a utiliser les deux premiéres stratégies a €té explorée en examinant des
changements de concentrations en métal au niveau des organes pendant les études de
transplantation, tandis que l'importance de la troisi¢éme stratégie a été examinée en suivant
des changements d'accumulation en métal au niveau subcellulaire (discuté a la section 5.2).
En ce qui concerne la régulation de l'accumulation au niveau des organes, notre
hypothése était que le Cd, le Cu et le Zn se comporteraient différemment chez les poissons
transplantés. Par exemple, étant donné que le Cd est un métal non essentiel, nous avons émis

I'hypothése que son accumulation ne serait pas sujette au méme niveau de controle que celle
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du Cu et du Zn, et donc nous avons prédit que les concentrations en Cd augmenteraient dans
les organes pendant les expériences de prise en charge, et que son élimination serait lente
pendant les expériences de transplantation vers le lac de référence (lac Opasatica). Alors que
cette hypothése était généralement vraie pour la dynamique de pfise en charge du Cd dans
tous les organes examinés (c.-a-d., les concentrations en Cd ont augmenté de fagon
significative pendant la période de transplantation), les concentrations en Cd dans les organes
importants pour le stockage des métaux (ex., le foie et le rein) ont répondu tout a fait
différemment des concentrations dans les organes importants pour l'échange des métaux avec
I'environnement externe (ex., les branchies et le tractus gastro-intestinal) pendant les
expériences d'élimination. Par exemple, les constantes pour 1'élimination de Cd (k.) étaient
environ un ordre de grandeur plus élevées pour les branchies et le tractus gastro-intestinal
(0,024 £ 0,016 d! et 0,012 £ 0,006 d’l, respectivement, pour ces deux organes) que pour le
foie et le rein (0,002 £ 0,001 d”' et 0,003 + 0,002 d”!, respectivement, pour ces deux organes)
(tableau 5-1). Ces différences dans les valeurs de k. impliquaient une demi-vie plus courte
pour le tractus gastro-intestinal et les branchies (37 j et 18 j, respectivement, pour chaque
organe) que pour le foie (75 j) et le rein (52 j) (tableau 5-1). De fagon générale, les résultats
des deux études de transplantation montrent que les branchies et le tractus gastro-intestinal
(organes importants pour I'échange en métal avec l'environnement externe) répondent
relativement rapidement aux changements brusques des concentrations ambiantes en Cd. Par
ailleurs, chez le foie et le rein (organes importants pour le stockage en métal) les taux
d'échange de Cd sont beaucoup plus lents.

Contrairement a la situation avec le Cd, la dynamique de prise en charge et de perte
de Zn est représentative d'un métal dont l'accumulation est fortement régulée par la

perchaude. Les concentrations en Zn pendant les expériences de prise en charge (Chapitre 8,
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figure 3) et pendant les expériences d'élimination (Chapitre 9, figure 6) ont montré peu de
changement, quoique les concentrations en Zn>" aient été approximativement 600 fois plus
élevées dans le lac Dufault que dans le lac Opasatica (tableau 4-1). Cette observation de
concentrations en Zn régulées dans les organes de la perchaude est conforme aux
conclusions d'une étude spatiale passée (Gigueére et al., 2004), ot les concentrations en Zn
dans le foie, le rein et le tractus gastro-intestinal n'ont pas répondu aux augmentations des
concentrations ambiantes de Zn** chez les perchaudes juvéniles récoltées de lacs localisés le
long d'un gradient de contamination en métal, également situés dans la région de Rouyn-
Noranda. Dans la transplantation d'élimination, les branchies étaient le seul organe ol une
diminution des concentrations a semblait se produire. (Chapitre 9, figure 6 b). Cependant un
examen de la teneur en Zn a indiqué que la quantité de ce métal a augmenté dans tous les
organes, y compris les branchies, pendant l'expérience d'élimination. Puisque le Zn est un
métal eésentiel, la quantité de ce métal devrait augmenter avec la taille de I'organe. Avec ces
données, nous pouvons seulement conclure qu'il n'y avait aucune perte nette en Zn au niveau
des branchies, mais il y avait probablement une certaine perte initiale de ce métal suivant la
transplantation des poissons au lac de référence.

Le Cu est également un métal essentiel, mais il semble étre sous un contrdle
homéostatique moins strict que le Zn. Utilisant le foie comme exemple, de fagon similaire au
Cd (métal non essentiel), les perchaudes ne pouvaient pas empécher l'afflux du Cu dans le
foie pendant la transplantation de prise en charge (Chapitre 8, figure 2). Cependant,
contrairement au Cd, le Cu hépatique a été rapidement excrété du foie pendant l'expérience
d'élimination. Une autre différence importante pourrait également étre observée pendant les
expériences d'élimination; alors que les concentrations en Cd diminuaient rapidement dans

les branchies et
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Tableau 5-1: Les constantes des taux d'élimination en métal et les demi-vies pour le Cd, le Cu et le Zn dans

différents organes.

Constantes Demi-vie
Meétal Organe des taux (ty, d)
d'élimination
ke (d)
Cd Tractus gastro-intestinal 0,012 + 0,006 37
Branchies | 0,024+ 0,016 18
Rein 0,003 £ 0,002 52
Foie 0,002 £ 0,001 75
Cu Foie 0,080 + 0,063 8
Tractus gastro-intestinal 0,189 + 0,145 4
Zn Branchies 0,043 +£ 0,034 12

le tractus gastro-intestinal, les concentrations en Cu ont seulement diminué dans le tractus
gastro-intestinal et le foie. La demi-vie du Cu labile dans le tractus gastro-intestinal était de 4
j, approximativement 9 fois plus courte que la demi-vie pour le Cd dans cet organe. De
méme, la demi-vie du Cu labile était approximativement 9 fois plus courte dans le foie que
celle mesurée pour le Cd dans cet organe, illustrant le contraste entre la fagon dont le foie

contrdle les métaux essentiels (le Cu) et non essentiels (le Cd).

5.1.2 La variation saisonniere des concentrations en Cd et en Cu au niveau des organes
Des études précédentes sur le terrain ont soutenu l'utilisation de la perchaude comme

biomoniteur de métaux, car ce poisson est largement retrouvé dans les environnements de
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référence et ceux contaminés aux métaux, et les métaux accumulés (par exemple, Cd et Cu)
sont en corrélation avec des expositions environnementales sur une base régionale (Giguére
et al., 2004, 2005; Eastwood et Couture, 2002). Cependant, la variation saisonniére des
métaux chez les perchaudes juvéniles n'a pas été examinée en profondeur (Eastwood et
Couture, 2002). En accord avec I'étude précédente par Eastwood et Couture, effectuée dans la
région de Sudbury, notre étude a également montré que les concentrations en métal dans le
foie des perchaudes juvéniles ont changé significativement au cours de la saison de I'été (de
mai en aolt), mais seulement chez les poissons avec les concentrations hépatiques les plus
¢levées en Cd (lacs Dufault et Vaudray) et en Cu (lacs Dufault et Osisko).

Ni les variations des métaux dans la nourriture ni les variations des concentrations de
métaux dissous n'ont pu expliquer les variations des concentrations hépatiques en métal
observées dans cette étude. Les concentrations en métal dans un organe donné seront
influencées par les changements de poids occasionnés par la croissance, indépendamment des
changements de la quantité de métal accumulé. Puisque les poissons dans les environnements
de référence sont chroniquement exposés aux métaux ambiants, par la nourriture et par I'eau,
la teneur des métaux dans un organe devra augmenter avec l'augmentation du poids de
l'organe, si des changements aux taux d'afflux ou d'élimination ne se produisent pas. Par
conséquent, dans ce scénario, afin que la concentration hépatique demeure relativement
constante, le taux d'augmentation de la masse du foie pendant 1'été devrait étre proportionnel
au taux d'augmentation de la teneur en métal.

L'examen séparé des changements de teneur en métal et de la croissance du foie
suggere que la variation saisonniére des métaux chez les perchaudes des lacs Dufault et
Osisko ait été lide a des anomalies entre la croissance du foie et l'augmentation de la teneur

en métal (c.-a-d., la dilution de croissance) dans le cas du Cd, et & une incapacité des
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poissons a maintenir le contrdle homéostatique dans le cas du Cu. Couture et Rajotte (2003)

ont propos€ que la perchaude soit incapable de contrdler homéostatiquement des
concentrations hépatiques en Cu au-dessus d'un seuil de 50 pg-g’. Nos résultats sont
conformes a cette observation; les concentrations en Cu chez les perchaudes au-dessous du
seuil de 50 pg.g” (lacs Vaudray et Opasatica) n'ont varié que légérement, tandis que les
poissons au-dessus de ce seuil (lacs Dufault et Osisko) ont démontré une variabilité
significative au niveau des concentrations hépatiques en Cu (Chapitre 11; figure 2) et en
teneurs (Chapifre 11; figure 4).

Les concentrations en Cd ont également changg significativement chez les perchaudes
du lac Vaudray, mais dans ce cas-ci les teneurs en Cd sont demeurées relativement
constantes dans le milieu de 1'été, et pendant ce temps la masse du foie a continué a
augmenter (Chapitre 11; figure 3). Pendant cette constance en teneur hépatique de Cd chez
des poissons du lac Vaudray, il y avait une augmentation significative des concentrations en
Cd dans le zooplancton de ce lac. Le foie est influencé par le Cd alimentaire et aqueux
(Chapitre 10; Kraemer et al., 2005a), ou la contribution de la composante alimentaire est
influencée par l'efficacité d'assimilation, le taux d'ingestion et les concentrations en Cd dans
la nourriture. Etant donné que les poissons ont continué 2 se développer pendant 1'été,
suggérant qu'aucun changement dans le taux d'ingestion ne se soit produit, nous pouvons
seulement spéculer que l'efficacité d'assimilation (du Cd, mais pas du C) a diminué dans le
milieu de 1'été lorsque les concentrations en Cd chez le zooplancton étaient les plus élevées.
A l'appui de cette hypothese, une étude précédente de Douben (1989) a noté que I'efficacité
d'assimilation du Cd par les loches franches (Noemacheilus barbatulus) a diminué avec
l'augmentation de la concentration en Cd dans la nourriture. FEtant donné que les

concentrations en Cd changent selon la taille du zooplancton (Croteau et al., 2003), et que les
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communautés de zooplancton changent pendant la saison d'été, il est également possible que
les concentrations en Cd mesurées chez le zooplancton récolté «en vrac» surestiment les

concentrations en Cd chez le zooplancton sélectionné par les perchaudes.

5.1.3 Accumulation en cadmium de sources alimentaires et aqueuses

Afin de mieux comprendre, et éventuellement de prévoir l'accumulation dans un
biomoniteur de métaux tel que la perchaude, nous devons comprendre 1'importance relative
de la nourriture et de I'eau ambiante comme sources de métal pour le biomoniteur. L'étude de
manipulation de l'alimentation a été congue pour évaluer I'hypothése que le Cd alimentaire
joue un rdéle dans l'accumulation hépatique en Cd chez les perchaudes exposées aux
concentrations en Cd réalistes dans l'environnement. Les résultats ont montré que le Cd
aqueux et le Cd alimentaire étaient importants comme sources de Cd, selon 1'organe étudié.

Les résultats pour des organes en contact avec l'environnement externe, les branchies

et le tractus gastro-intestinal, montrent que ces deux organes accumulent le Cd de sources

aqueuses. Puisque les branchies sont constamment irriguées par de 1'eau pour la respiration et
pour maintenir 1'équilibre d'acide-base et la régulation ionique, les résultats pour cet organe
n'étonnent pas. L'accumulation en Cd par les branchies se produit rapidement quand des
poissons sont exposés a des niveaux aqueux ¢€levés de ce métal (McGeer et al., 2000 ;
DeSmet et al., 2001). En plus, Kraal et al. (1995) ont noté une augmentation semblable en Cd
branchial en réponse au Cd aqueux, mais pas au Cd alimentaire, dans une étude précédente
de laboratoire sur la carpe (Cyprinus carpio).

Bien que le Cd alimentaire ait eu une certaine influence sur des concentrations en Cd
dans le tractus gastro-intestinal, l'influence beaucoup plus grande du Cd aqueux était

inattendue; les poissons d'eau douce boivent peu d'eau et on pourrait normalement présumer
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que l'accumulation d'un métal dans cet organe résulte de la prise en charge a partir de la
nourriture. Cependant, le tractus gastro-intestinal peut €galement jouer un réle dans la
dépuration des métaux, et I'augmentation des concentrations en Cd dans cet organe observée
chez les poissons exposés seulement au Cd aqueux pourrait refléter l'élimination par
I'excrétion biliaire dans l'intestin, suivie d'une conservation du Cd excrété dans la couche
muqueuse intestinale. Une autre possibilité est que le tractus intestinal peut simplement
stocker le Cd accumulé par les branchies.

Comme dans le cas des branchies et du tractus gastro-intestinal, le rein a également
ét¢ influencé par le Cd aqueux, tandis que le foie semblait recevoir le Cd par les deux voies
d'exposition. La différence dans la fagon dont ces deux organes de stockage accumulent le
Cd est probablement liée a leurs roles et a leur position physiologique dans les poissons. Par
exemple, situé au niveau dorsal, le rein dans les poissons d'eau douce est alimenté par du
sang artériel et veineux (Larsen et Perkins, 2001). Les poissons d'eau douce produisent une
grande quantité d'urine, et un débit cardiaque élevé de sang oxygéné des branchies par le
systéme artériel est exigé pour produire assez de pression dans les glomérules pour faire
marcher le processus de filtration; cet écoulement élevé de sang expose le rein aux
contaminants portés par les eaux qui ont été pris en charge par les branchies. Le foie,
cependant, a un réle a jouer dans I'homéostasie en traitant et en redistribuant les aliments pris
en charge pendant la digestion. Ainsi, 'importance partagée des voies alimentaire et aqueuse
pour le Cd hépatique est probablement liée a la situation unique du foie recevant non
seulement du sang oxygéné de l'aorte dorsale par l'artere hépatique, mais également le

drainage veineux de l'intestin par la veine portique hépatique (Hinton et al., 2001).
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5.2 L'accumulation et I'élimination des métaux au niveau subcellulaire
Dans une étude précédente, Giguére (2003) a examiné des changements dans la
distribution subcellulaire des métaux chez les perchaudes chroniquement exposées, récoltées
a partir d'une série de lacs affectés par des métaux. L'objectif de cette section de la thése est
de compléter ces études précédentes en examinant les changements d'accumulation en métal
au niveau subcellulaire temporellement (induits par des changements abrupts du régime
d'exposition, ou de fagon saisonniére), et aussi des changements de la distribution
subcellulaire de Cd dans le foie des perchaudes exposées a ce métal par voies alimentaires ou
aqueuses.
Dans un plus large contexte, les travaux subcellulaires dans cette these ont été congus
pour répondre a trois questions principales :
1. Comment le Cd, le Cu et le Zn sont-ils régulés au ﬁiveau subcellulaire en réponse
aux changements abrupts au régime d'exposition au métal ?
2. Les changements temporels de la distribution subcellulaire des métaux, peuvent-
ils étre liés a la bioréactivité (c.-a-d., y a-t-il une certaine accumulation dans les
fractions sensibles) ?

3. L'hypothese de débordement s'applique-t-elle aux perchaudes transplantées ?

Pour répondre & ces questions, nous avons utilisé une technique de centrifugation
différentielle (Annexe, figure 13-1) pour séparer les diverses fractions subcellulaires dans les
échantillons de foie. L'application de cette technique est relativement simple; cependant, il y
a des artéfacts potentiels qui peuvent compliquer l'interprétation des données, tels que les
organites qui brisent pendant l'étape d’homogénéisation, I'homogénéisation inachevée et le

chevauchement parmi les fractions subcellulaires. En conséquent, les fractions obtenues par
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cette méthode représentant les fractions sensibles (protéines dénaturées a la chaleur (HDP)

et organites), la fraction détoxiquée (protéines stables a la chaleur (HSP), y compris la
métallothionéine) et les débris cellulaires, sont clairement définies «opérationnellement.
Malgré ces complications, l'approche nous permet de comparer les stratégies de traitement

des métaux chez les perchaudes.

5.2.1 Larégulation du Cd, du Cu et du Zn hépatiques au niveau subcellulaire

Comme le Cd est un métal non essentiel pour les poissons, son accumulation dans la
cellule n'est liée a aucun rdle physiologique. En conséquence, les concentrations internes de
ce métal doivent étre contr6lées afin de minimiser ses chances de se lier & des molécules
physiologiquement sensibles (par exemple des enzymes), ce qui menerait en principe des
effets délétéres et a la toxicité (Mason et Jenkins, 1995). Dans le cas du Cd, des études
précédentes chez les poissons ont montré qu'une protéine qui se lie au métal, la
métallothionéine (la MT), est significativement corrélée avec le Cd bioaccumulé (Olsson et
Haux, 1986; Hogstrand et al., 1991; Laflamme et al., 2000).

Une comparaison entre les concentrations de métallothionéine, déterminées
indépendamment par I'analyse de saturation de mercure (Annexe A), et les concentrations de
métaux accumulés dans la fraction de protéines stables a la chaleur, indique un rapport
significatif et positif ([MT] = 1,4 (([Cd}Y7 + [Cul/12 + [Zn]/7) - 5,5; * = 0,84, P < 0,001),
suggérant que la MT soit la protéine «métal-liante» prédominante dans la fraction HSP.
L'importance de la fraction HSP pour la liaison du Cd est soulignée dans I'étude de
transplantation de prise en charge de métal ou, aprés 70 j d'exposition dans le lac contaminé,
les concentrations en Cd dans cette fraction étaient approximativement trois fois plus élevées

que les concentrations dans les autres fractions (Chapitre 8, figure 5). De plus, seulement
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20 % de la teneur cellulaire en Cd a été associé a la fraction HSP au jour 5, comparé a 50 %
au jour 70. Tel que prévu, au début des expériences d'élimination de métal, les concentrations
en Cd étaient également les plus élevées dans la fraction HSP, et ces concentrations n'ont pas
changé significativement pendant I'expérience. Ces résultats, en combinaison avec
I'accumulation de Cd observée au niveau des organes (voir la section 5.1.1), suggérent que la
perchaude ne peut pas empécher la prise en charge du Cd ou augmenter le flux de sortie de ce
métal; au contraire, elle contréle la fraction biodisponible du Cd accumulé en le liant a la
MT, ceci étant la stratégie employée par ce poisson pour prévenitr/réduire la toxicité.
L'association du Zn avec la fraction HSP différe nettement de celle observée pour le
Cd. Alors que ~50 % de la teneur cellulaire en Cd est associé au HSP vers la fin de la
transplantation de prise en charge, seulement 11 % du Zn cellulaire a été associé a cette
fraction, indiquant que la MT ne lie pas de grandes proportions de Zn cellulaire. Dé plus, tel
que mentionné dans la section 5.1.1, 'accumulation hépatique de Zn semble étre fortement
régulée; les concentrations au niveau d'organes entiers n'ont pas augmenté significativement
pendant les transplantations de prise en charge, ni diminué significativement pendant les
expériences d'élimination. Pris ensemble, ces résultats suggérent que le contrle de l'afflux
et/ou de I'élimination du Zn hépatique soit la méthode qu'emploient les perchaudes pour faire
face aux augmentations brusques en Zn ambiant. Puisque le Zn ne s'accumule pas
significativement dans les conditions expérimentales, le contrdle de la disponibilité
biologique interne de ce métal, c'est & dire au niveau subcellulaire, n'est pas une stratégie
nécessaire.
Les stratégies employées par la perchaude en réponse aux changements de
concentrations ambiantes en Cu semblent combiner les deux stratégies différentes utilisées

pour le Cd et le Zn. En effet, la régulation de 1'accumulation nette de Cu (probablement par
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une augmentation du taux d'élimination de ce métal, voir la section 5.1.1) et le contrdle de la
disponibilité biologique subcellulaire du Cu sont deux moyens employés par le foie en
réponse a des concentrations ambiantes élevées en Cu. Au niveau subcellulaire, pendant les
expériences de prise en charge, les concentrations en Cu ont principalement augmenté dans la
fraction HSP, et a la fin de I'expérience d'afflux la plus grande proportion de la teneur
hépatique en Cu (~40 %) a été associée a cette fraction (Chapitre 8; figure 6). Ces résultats
accentuent les différences dans la fagon dont les cellules du foie répondent au Cu accumulé
comparé au Zn (40 % de la teneur cellulaire du Cu 1ié¢ au HSP comparé a 11 % pour le Zn),
malgré la nature essentielle de ces deux métaux. La concentration plus élevée du Cu dans la
fraction HSP comparé au Zn est probablement due a I'affinité plus forte de la MT pour le Cu
(Stillman, 1995). On a observé une réponse semblable chez les truites arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) récoltées a partir des lacs de référence et des lacs contaminés de la
région de la riviére Campbell en Colombie Britannique (Roch et al., 1982). Dans cette étude,
le Cu et le Cd ont été retrouvés attachés a la MT, tandis que la majeure partie du Zn cellulaire
a été trouvée non pas dans la fraction de la MT, mais plut6t dans la fraction de HMW («high

molecular weight proteins» = enzymes) (Roch et al., 1982).

5.2.2 Bio-réactivité des métaux accumulés

En examinant la distribution subcellulaire des métaux, nous renforgons le lien entre
I'évaluation de l'exposition et 1'évaluation des effets, deux secteurs principaux dans
I'évaluation des risques écologiques (ERE). A l'intérieur de la cellule, il est important de
comprendre comment les métaux s'accumulent, en raison de l'importance de cette spéciation

interne dans l'expression de la toxicité des métaux (Mason et Jenkins, 1995). Dans ce
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contexte, nous avons examiné comment la distribution subcellulaire des métaux a changé
temporellement :

1. aprés un changement brusque des concentrations ambiantes en métal (Chapitre 8);
2. en réponse a l'afflux en métal par des voies d'expositions différents : I'importance du

Cd alimentaire et du Cd aqueux pendant 30 j (Chapitre 10);

3. en suivant les variations saisonniéres du Cd et du Cu chez les perchaudes

chroniquement exposées (Chapitre 11).

Lorsque des poissons ont été exposés a une augmentation brusque dans l'exposition
aux métaux (des perchaudes du lac Opasatica transplantées au lac Dufault), la majeure partie
de I'afflux du Cd et du Cu a apparemment été détoxiquée, étant donné que la fraction HSP lie
la majorité de ces métaux dans la cellule. Cette détoxication semble cependant imparfaite :
les concentrations en métal augmentaient dans la fraction des protéines dénaturées a la
chaleur (les concentrations en Cd dans la fraction HDP étaient 6 fois plus élevées, les
concentrations en Cu étaient 2 fois plus élevées au jour 70 qu'au jour 5) et dans les organites
(les concentrations de Cd et de Cu étaient approximativement 3 fois plus élevées au jour 70
qu'au jour 5) (figures 4-2 et 4-3). En raison de la variabilité des données, les concentrations
en Cd et en Cu dans ces fractions chez les poissons transplantés n'étaient pas
significativement plus élevées que celles chez les poissons témoins (Chapitre 8; figures 5 et
6).

Chez les perchaudes mises en cage et exposées au Cd par les sources alimentaires et/
ou aqueuses, les concentrations en Cd ont augmenté considérablement dans la fraction HSP,
chez tous les poissons recevant le Cd, indépendamment de la source d'exposition (Chapitre
10). Dans la fraction des protéines dénaturées a la chaleur, les concentrations en Cd avaient

augmenté approximativement 3 fois aprés 30 j chez les poissons recevant du Cd aqueux (seul
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ou avec du Cd alimentaire). Par contre, les concentrations en Cd dans la fraction HDP sont
demeurées basses et relativement constantes chez les poissons recevant le Cd de source
alimentaire seulement (figure 4-4). Ces résultats indiquent que la métallothionéine est induite
en réponse a l'exposition de Cd, indépendamment de la voie d'exposition. Lorsque des
poissons étaient exposés au Cd aqueux (seul ou avec du Cd alimentaire), I'accumulation
hépatique du Cd total était beaucoup plus élevée <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>