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RESUME

Les travaux de recherche faisant 1’objet du présent rapport faisaient partie d’un projet national
auquel participent plusieurs organismes, afin de trouver des solutions aux effets des effluents des
usines de pates et papiers sur la reproduction des poissons. Cette recherche vise a sélectionner les
essais en laboratoire les plus appropriés pour effectuer des études sur la recherche de causes
(IOC) et la recherche de solutions (I0S) dans le cadre du programme d’Etudes de suivi des effets
sur ’environnement (ESEE).

La recherche décrite dans ce rapport a été effectuée entre février 2007 et octobre 2009 a deux
endroits, soit 1’usine de pate kraft blanchie de Domtar a Espanola (Ontario) et 1’usine de pate
semi-chimique au sulfite neutre de Lake Utopia Paper a St. George (Nouveau-Brunswick).

Une étude de surveillance a long terme a 'usine de Domtar a Espanola a permis d’avoir une
meilleure idée de la variabilité de I’effluent sur la reproduction des poissons a certaines périodes.
Les essais en laboratoire visaient a confirmer des hypothéses sur les causes et les sources de la
variabilité. Ces essais ont duré de quelques jours a plusieurs semaines et ont porté sur une
¢valuation des parametres de reproduction des poissons allant de mesures biochimiques a celle
de la production d’ceufs. La recherche comprenait aussi une évaluation des poissons sauvages de
la riviere Spanish, le milieu récepteur de I’effluent de ’usine d’Espanola. Les résultats de la
recherche sur I’effluent de cette usine ont permis d’en arriver aux conclusions suivantes :

e Contrairement aux ESEE antérieures ayant porté sur le meunier noir, ni les chevaliers
blancs, ni les fouille-roches récoltés sur place dans la riviére Spanish ne présentaient des
gonades plus petites en aval de I’'usine d’Espanola.

e La baisse des principales hormones stéroides reproductrices biologiquement actives chez les
chevaliers blancs des deux sexes a permis de déterminer que I’effluent pouvait
potentiellement avoir une incidence sur la reproduction des poissons.

e Enamont, il existait un enrichissement chez les deux espéces.

e La surveillance a long terme de I’effluent final d’Espanola a montré que la variation de la
production d’ceufs des téte-de-boules suivait le changement de qualité de I’effluent lors des
périodes de perturbation de la production, de redémarrage de l’usine, et de conditions
ambiantes nuisant a I’efficacité du biotraitement.

e Les variations de qualit¢ de D’effluent final ont été caractérisées a 1’aide de 1’indice de
profilage avec chromatographie en phase gazeuse, des mesures de la DBO et des méthyle-2-
cyclopenténones, qui se sont tous révélés des outils de diagnostic prometteurs pour les
travaux de recherche de causes et de solutions.

e Des essais subséquents en laboratoire avec cinq especes de poissons ont confirmé qu’il était
possible que la liqueur noire dans I’effluent final de I’usine ait un effet sur la reproduction
des poissons.

Nous avons utilisé I’effluent final de 1’'usine de Lake Utopia Paper pour des essais en laboratoire
avec quatre espéces de poissons. Ces essais ont duré de quelques jours a plusieurs semaines et
porté sur une évaluation des paramétres biochimiques de reproduction et la production d’ceufs.
Les résultats de la recherche sur I’effluent de 1’usine de Lake Utopia Paper ont permis d’en
arriver aux conclusions suivantes :

Rapport final — Cycle 5 Page 1



e Lors des essais a court terme (<7 j), nous avons constaté que la baisse de la production
d’ceufs chez deux especes de poissons é€tait le parametre le plus sensible a I’exposition a
I’effluent

e Lors de I’essai a moyen terme (~30 j), nous avons observé que la baisse de la production
d’ceufs était aussi le paramétre le plus sensible a I’exposition a D’effluent. Les effets
attribuables a I’effluent en ce qui a trait a la production d’ceufs pendant I’essai a moyen
terme sont survenus a des teneurs plus faibles que lors des essais a court terme.

Collectivement, notre recherche a déterminé que la production d’ceufs lors des essais a court
terme présentait le plus grand potentiel pour des études ultérieures sur la recherche de causes et
de solutions. Le lien précis entre 1’effet des effluents sur la production d’ceufs des poissons au
laboratoire et sur la taille des gonades chez les espéces sauvages est encore incertain. Cependant
nous reconnaissons que les effets sur la production d’ceufs sont importants et que d’orienter la
recherche des cause et des solutions a I’aide de ce paramétre aura effet positif sur la qualité de
I’environnement. Durant notre recherche au Cycle 5 nous avons dégagé de nouvelles voies qui
pourraient étre explorées lors d’études ultérieures sur la recherche de solutions, telles que la
réduction des pertes de matic¢res organiques et les perturbations du traitement biologique. Les
¢tudes futures sur la recherche de solutions devront comprendre des essais a plus long terme qui
incorporent des mesures de production d’ceufs et de taille des gonades, dans le cadre de la
validation des solutions.
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INTRODUCTION

L’évaluation nationale des quatre premiers cycles du programme d’études de suivi des effets sur
I’environnement (ESEE) a indiqué que les effluents des usines de pates et papiers entrainent un
enrichissement général du milieu récepteur en ¢léments nutritifs ainsi que des perturbations
métaboliques chez les poissons (Lowell et coll., 2005). En raison de ces perturbations, les
poissons consacrent moins d’énergie a la reproduction. Cette situation est confirmée par un
coefficient de condition plus élevé et un foie plus gros ainsi que gonades plus petites chez les
poissons vivant dans des plans d’eau contaminés par les effluents. Lorsque des effets sont
mesurés, le programme ESEE requiert de poursuivre des études sur la recherche de causes et de
solutions, afin que les effets soient réduits ou complétement éliminés. Dans le cas de
I’enrichissement, on sait que les causes sont le carbone, 1’azote et le phosphore contenus dans les
effluents, bien que le principal élément ou la combinaison d’éléments responsable de
I’enrichissement puisse étre spécifique au site et a une période donnée. Dans le cas de
I’enrichissement en éléments nutritifs, parce que les agents responsables sont connus, les usines
peuvent amorcer directement des études sur la recherche de solutions qui permettront de réduire
I’apport en éléments nutritifs.

En ce qui a trait aux perturbations métaboliques des poissons, les agents responsables ne sont pas
connus, et des études plus détaillés et plus étendus des causes et des solutions études seront
requises pour remédier a la situation. Pour faciliter ce processus, on a formé un consortium de
recherche, composé de scientifiques du monde de I’enseignement, du gouvernement et de
I’industrie. Pour traiter cette question, ce consortium a élabor¢ une feuille de route qui comprend
cing activités : 1) préparation d’un document récapitulatif sur I’état actuel des connaissances et
sur les lacunes dans les connaissances (Hewitt et coll., 2008) ii) sélection ou élaboration d’outils
de diagnostic pour les études sur la recherche de causes et de solutions; iii) études sur la
recherche de causes; iv) études sur la recherche de solutions; et v) confirmation, par des études,
des solutions mises en ceuvre.

Les cinq activités de la feuille de route sont axées sur le développement continu d’outils de
diagnostic pouvant étre utilisés dans le cadre des travaux de recherche de causes et de solutions.
La recherche de causes et de solutions doit étre effectuée dans des conditions contrdlées en
laboratoire. Ainsi, les essais en laboratoire a cette fin doivent pouvoir démontrer une répartition
des réponses qui puisse étre interprétée dans le contexte des effets observés chez les poissons
sauvages durant les études ESEE. Les essais en laboratoire doivent aussi étre pratiques en termes
de durée et de volume d’effluent requis. Etant donné ces exigences, nous avons ¢laboré un projet
de recherche qui requiert des études des poissons sauvages sur le terrain a trois usines
(représentatives des effets constatés chez les poissons sauvages et des principaux types de
procédés de mise en pate au Canada), ainsi qu’une série d’essais en laboratoire avec des effluents
de chacune des usines. Les essais en laboratoire portent sur différentes espéces de poissons et sur
I’examen de 1’effet des effluents sur plusieurs paramétres de reproduction. De méme, la durée et
les exigences des essais sont de nature différente en matiere de volume des effluents. Sur la base
des résultats de la recherche effectuée aux trois usines, les essais en laboratoire seront
sélectionnés pour I’analyse des effluents de cinq usines avant et apres le biotraitement. En
général, nous visons a déterminer les essais en laboratoire ou les parametres qui peuvent étre
utilisés de la facon la plus efficace pour la recherche de causes et de solutions dans le but
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d’éliminer chez les poissons sauvages les perturbations métaboliques liées aux effluents d’usine.
Le présent rapport décrit la recherche effectuée sur les effluents de deux usines dans le cadre du
Cycle 5.
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USINES SELECTIONNEES ET GRANDES LIGNES DU PROJET

Usines sélectionnées

L’usine de pate kraft blanchie de Domtar a Espanola (Ontario), qui produit environ 1000 t/j de
pate et 225 t/j de papier pour usages spéciaux, a été la premiere usine sélectionnée pour 1’étude.
Cette usine met en pate des résineux (séquence de blanchiment ODEoDnD) et des feuillus
(séquence de blanchiment OA(z d)EDnD). La composition de fabrication a base de résineux
comporte 50 % de pin gris et 50 % d’épinette. La composition a base de feuillus peut varier entre
100 % d’érable, de tremble ou de bouleau, jusqu’a un mélange de 75 % d’érable et 25 % de
bouleau. L’effluent est traité dans un bassin de décantation avant de passer dans un étang aéré
durant un temps de rétention hydraulique de 7 jours, puis il est déversé dans la riviere Spanish.

L’usine de Lake Utopia Paper a St. George (Nouveau-Brunswick), qui fabrique de la pate semi-
chimique au sulfite neutre a partir de copeaux de feuillus, a été la seconde usine sélectionnée. La
fibre utilisée pour produire environ 520 t/j de carton ondulé comprend 30 % de carton recyclé.
Le traitement des effluents passe par un clarificateur primaire, suivi de deux réacteurs anaérobie
sur lit de boues expansées. Le traitement se termine dans un étang aéré. L’effluent final est
déversé dans I’Estuaire de 1’Etang.

Grandes lignes du projet

A T’automne 2008, nous avons récolté un échantillon de poissons sauvages en amont et en aval
du lieu de déversement de I’effluent de I'usine de pate kraft de Domtar a Espanola, afin de
déterminer sur le terrain 1’état reproducteur des poissons. De février 2007 a mars 2009, nous
avons procédé une étude a long terme afin de surveiller la qualité de I’effluent et d’évaluer
I’utilité de I’essai de production d’ceufs du téte-de-boule et la chimie de ’effluent, afin d’assurer
le suivi de la qualité de I’effluent. L objectif était de déterminer les conditions particulieres qui
peuvent avoir une influence sur la qualité¢ de ’effluent et une incidence sur la reproduction des
poissons. Nous avons procédé a une série de tests a court et 8 moyen terme au laboratoire. Nous
avons aussi procédé a des essais en ajoutant de la liqueur noire, afin d’évaluer a quel degré les
divers essais de laboratoire pouvaient déceler les différences en matiere de qualité de I’effluent.

La recherche a 1’usine de pate semi-chimique au sulfite neutre de Lake Utopia Paper a été
achevée en octobre et novembre 2009. Nous avons utilisé les effluents de cette usine pour
évaluer I’applicabilit¢ d’une série d’essais de laboratoire a court et & moyen termes visant la
recherche de causes et de solutions, dans le but d’éliminer ou de réduire les effets liés a I’effluent
sur la reproduction des poissons.

Les responsabilités des principaux chercheurs et des organisations d’exécution sont décrites au
tableau A.
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Tableau A. Responsabilités des principaux chercheurs.

Principaux
chercheurs et
organisations

Poissons
sauvages

Essai a
moyen
terme

Téte-de-
boule

Essai a
court
terme

Téte-de-
boule

Essai a
court
terme

Truite arc-
en-ciel

Essai a
court
terme

Choque-
mort

Essai a
court
terme

Poisson
zébre

Essai a
court terme

Epinoche

Chimie

McMaster
NWRI

DE

Parrott
NWRI

DE
LUP

Kovacs/Martel
FPInnovations

DE
LUP

DE
LUP

MacLatchy
WLU

DE
LUP

Van Der Kraak
U. de Guelph

DE
LUP

van den Heuvel
UPEI

DE

O’Connor
FPInnovations
Hewitt

NWRI

DE
LUP

DE : Effluent de I'usine de Domtar a Espanola, Ontario — LUP : Effluent de ’'usine de Lake Utopia Paper a St.George,

Nouveau-Brunswick

Les résultats sont présentés en deux sections : Section 1 — données sur le terrain et en laboratoire
obtenues a partir des effluents de 1’'usine de Domtar a Espanola. Section 2 — essais de laboratoire
effectués avec les échantillons d’effluent de I'usine de pate semi-chimique au sulfite neutre de
Lake Utopia Paper.

Rapport final — Cycle 5

Page * 6



1. Evaluation des effets de I’exposition & I’effluent du blanchiment d’une
usine kraft sur la reproduction des poissons

1.1  Etudes sur le terrain & Espanola

La récolte des poissons sauvages visait deux objectifs. Le premier était de procéder a une récolte
de type ESEE de poissons exposés a un effluent qui était aussi expédié¢ aux laboratoires pour
essais. Ainsi, les effets de la reproduction chez les poissons sauvages correspondraient aux
mémes effluents utilisés pour I’exposition des poissons en laboratoire. Le deuxiéme visait a
ajouter aux ¢tudes sur la reproduction des poissons sauvages d’autres parametres qui
correspondraient aux effets additionnels sur la reproduction mesurés lors des études en
laboratoire pour la recherche des causes, notamment la mesure des stéroides reproducteurs, la
production in vitro d’hormones stéroides, 1’expression des caractéristiques sexuelles secondaires,
I’histologie des gonades et I’activité du systéme enzymatique des oxygénases du foie.

Méthodes

Les sites sélectionnés pour les études sur les poissons sauvages correspondaient aux études
précédentes a ces endroits. Des poissons ont été récoltés de deux sites, un site de référence en
amont du barrage & Espanola et un site exposé en aval du point de rejet des effluents. L’ESEE
précédent avait utilisé le meunier noir comme espece sentinelle, et nous avons donc procédé aux
récoltes sur le terrain juste avant la période de frai au printemps, afin de récolter des poissons
aprés la fin du développement gonadique (4 au 15 mai 2009). Malgré les nombreuses méthodes
de péche utilisés (filets-trappes et bateaux de péche a 1’¢électricité) et les nombreux endroits
visités (tous les affluents pour le frai de la région, ainsi que les grands rapides de la riviere
méme), trés peu de meuniers noirs ont été capturés en amont du point de rejet des effluents au-
dessus du barrage a Espanola. Nous avons fait aussi des tentatives en aval et, bien que des
poissons aient été capturés, ils n’ont pas été échantillonnés en raison du manque de poissons de
référence pour comparaison. Nous avons alors procédé a un deuxiéme échantillonnage de
poissons fin été/début automne de 2009. Un bateau de péche a I’¢lectricité a été la méthode de
capture et le meunier noir était D’espéce préférée lorsque nous avons commencé
I’échantillonnage. La péche a eu lieu du 24 aoit au 3 septembre 2009, d’abord en amont du point
de rejet des effluents en raison de la présence du virus de la septicémie hémorragique virale
(virus SHV) qui pouvait étre présent en aval du point de rejet parce qu’il est raccordé aux Grands
Lacs. Les meuniers noirs étaient peu nombreux, mais le chevalier blanc (Moxostoma anisurum)
se trouvait en abondance en amont du point de rejet. Pour cette raison, nous avons sélectionné
cette espece comme espece sentinelle. Le fouille-roche (Percina caprodes) était aussi présent en
amont du point de rejet, et nous I’avons donc choisi comme seconde espéce sentinelle.

Protocole d’échantillonnage

Des chevaliers blancs ont été immobilisés dans un bloc de mousse et des échantillons de sang ont
¢été prélevés des vaisseaux de la région caudale a 1’aide d’un tube et d’une seringue Vacutainer
héparinisés, immédiatement avant I’échantillonnage. Le sang a été conservé sur de la glace avant
la séparation du plasma par centrifugation et le plasma a été immédiatement congelé dans de
I’azote liquide. Le taux de testostérone dans la circulation (les deux sexes), le 17p-estradiol
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(femelles) et le 11-kétotestostérone (males) des échantillons de plasma ont été quantifiés selon
une méthode de dosage radio-immunologique (RIA) (McMaster et coll., 1992). Chaque poisson
a ét¢ assommé afin de le rendre inconscient, et nous avons mesuré la longueur a la fourche
(£ 0,1 cm) et poids corporel (£ 0,01 g). Nous avons enlevé les organes internes et pesé les
gonades (£ 0,01 g) et le foie (+ 0,01 g). Les poissons males ont été classés en fonction du nombre
et de la distribution des organes perliformes selon une échelle subjective allant de O (aucun
tubercule) a 6 (tubercules partout sur le corps) (McMaster et coll., 1991). Les deux sexes de
poissons ont aussi été classés en fonction de leur taux de graisse viscérale a 1’aide d’une échelle
subjective de 1 a 5 aussi adaptée de McMaster et coll. (1991), le chiffre 1 représentant trés peu
de graisse viscérale, et le chiffre 5, une grande quantité.

Une partie des tissus du foie a été placée dans des Cryovials et congelée dans de I’azote liquide
pour étre transportée vers le Centre canadien des eaux intérieures pour une analyse 7-
éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) (Parrott et coll. 1999). Pendant I’échantillonnage, nous
avons prélevé un sous-échantillon de tissu gonadique de 12 femelles, et nous 1’avons placé dans
un médium d’incubation pour la production in vitro d’hormones stéroides (McMaster et coll.,
1995). Nous avons pes¢€ un sous-échantillon de tissu ovarien et nous avons alors manuellement
compté les follicules, puis nous avons multiplié ce nombre par le poids gonadique afin d’évaluer
la fécondité totale (nombre total d’ceufs/poissons). Un autre échantillon des deux tissus
gonadiques males et femelles a aussi été fixé dans une solution de Davidson pour évaluation
histologique. Des opercules ont été prélevés de tous les poissons pour une analyse de I’age qui a
été effectuée a I’Institut national de recherche sur les eaux de Burlington (Ontario).

Des fouille-roches ont été sacrifiés en sectionnant la moelle épiniére, puis ils ont été conservés
dans une solution de Davidson. Nous avons préparé la solution de Davidson en mélangeant
200 mL de formaldéhyde de 37 a 40 %, 100 mL de glycérol, 100 mL d’acide acétique glacial et
300 mL d’éthanol absolu (Dietrich et Heiko, 2009). Nous avons utilisé une solution de fixation
d’un rapport de plus de 10:1 par échantillon afin de s’assurer d’une fixation adéquate des
poissons. De retour du laboratoire, les poissons ont été transférés dans une solution d’éthanol
a 70 % jusqu’a leur échantillonnage. Nous avons retiré les poissons de 1’éthanol, puis nous en
avons déterminé la longueur a la fourche (£ 0,1 cm), et le poids corporel (£ 0,01 g). Nous avons
enlevé les organes internes et les gonades (+ 0,01 g) et le foie (+ 0,01 g) et les avons pesés. Nous
avons placé du tissu gonadique dans des cassettes histologiques pour une analyse du stade de
développement des tissus tant ovariens que testiculaires. Nous avons procédé a un examen de
I’état d’intersexualité (présence d’ceufs dans les testicules) et du stade gonadique, et tracé une
courbe de la fréquence et de la taille des divers types de cellules.

Analyse statistique

Nous avons procédé a une analyse des données recueillies sur les poissons en séparant les sexes.
Nous avons procédé a un examen des différences possibles entre les sites sur la longueur des
poissons et le poids corporel a I’aide d’une analyse de la variance (ANOVA). A 1’aide d’une
analyse of covariance (ANCOVA), nous avons évalué le coefficient de condition (longueur par
rapport au poids corporel), I’indice gonadosomatique (IGS) (poids des gonades par rapport au
poids corporel), I’indice hépato-somatique (LSI) (poids du foie par rapport au poids corporel), la
croissance (age par rapport a longueur ou au poids) et le nombre d’ceufs (fécondité par rapport a
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longueur, au poids, et au poids des gonades). Nous avons vérifié¢ les données pour la normalité et
évalué I’homogénéité a I’aide du test de Levine avant analyse; et nous avons utilisé des
normalisations logarithmiques si les données ne concordaient pas avec ces hypothéses. Nous
avons procédé a des tests non paramétriques de Kruskal-Wallis pour comparer d’un site a 1’autre
les données sur les stéroides plasmatiques, la production de stéroides in vitro, la fécondité et
I’age. Toutes les analyses des données ont ét¢ effectuées a I’aide du logiciel statistique SYSTAT
12,0 (Wilkinson 1990).

Résultats

Les chevaliers blancs femelles récoltées en aval du point de rejet a Espanola étaient moins
longues (p=0,004), mais d’un poids similaire (p=0,07) a celles récoltés en amont du barrage a
Espanola (tableau 1.1-1). Les femelles exposées étaient aussi plus jeunes (p<0,001) et avaient
plus de graisse (figure 1.1-1) (p=0,022) comparativement aux femelles de référence en amont.
Toutefois, il y avait trés peu de petits poissons au site de référence en amont, et donc trés peu de
chevauchement des données au bas de 1’échelle relative. Nous avons procédé a un examen de la
croissance des poissons tant par rapport au poids qu’a la longueur des poissons. Il y avait une
interaction importante dans les sites entre la relation entre le poids des poissons et la longueur
des poissons en rapport avec 1’age chevaliers blancs femelles (p<0,002). L’examen des données
a encore une fois démontré que les la plupart des femelles exposées sont plus jeunes et présentent
un taux de croissance accru, tandis que femelles de référence sont plus agées et ont un taux de
croissance réduit (figure 1.1-2). Le développement gonadique des chevaliers blancs femelles,
lorsqu’il est exprimé par rapport au poids corporel, n’a montré aucune différence significative
entre les sites (p=0,50), Il n’y avait aucune différence entre les sites en ce qui a trait aux chiffres
de fécondité absolue et, en ce qui a trait a la longueur et au poids des poissons, il n’y a aucune
différence entre les sites (p>0,39). Les chevaliers blancs femelles récoltées des sites exposés
présentaient un foie substantiellement plus gros par rapport aux femelles de référence en amont
(p=0,031) (figure 1.1-3). Les stocks de gras internes étaient similaires (p=0,43) et il n’y avait
aucune différence dans I’expression des caractéristiques sexuelles secondaires (p=0,22) chez les
poissons femelles.

La longueur (p=0,18) et le poids (p=0,36) des chevaliers blancs males récoltés des sites exposés
de champ proche étaient similaires, mais ils étaient plus jeunes (p<0,001) que les males récoltés
en amont au site de référence (tableau 1.1-1). L’examen de la condition de ces poissons n’a
démontré aucune différence significative attribuable au site (p=0,54), mais, lors de I’examen de
la croissance des males, nous avons décelé des interactions importantes en rapport avec le site
similaires aux poissons femelles, les males exposés étant plus jeunes et croissant plus rapidement
que les males plus agés en amont (p<0,005) (figure 1.1-4). L’examen du développement
gonadique des chevaliers blancs males n’a montré aucune différence significative en rapport
avec le poids des poissons (p=0,80). Le poids du foie des chevaliers blancs males n’a pas montré
non plus de différences importantes quant au site dans la relation entre le entre poids du foie et le
poids corporel (p=0,75). L’examen des stocks de gras internes chez les chevaliers blancs males
n’a montré aucune différence en rapport avec le site pour le stockage du gras pour 1’énergie
(p=0,16). L’expression des caractéristiques sexuelles secondaires des males n’a pas démontré
non plus de différences quant au site apres exposition (p=0,17).
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Tableau 1.1-1. Chevaliers blancs récoltés d’un site de référence en amont et d’un site

exposé en aval de la riviere Spanish autour d’Espanola (Ontario).

Sexe Parametre Référence Exposés
(en amont) (en aval)
Femelles Longueur (cm) 51,3+0,5 48,8 + 1,0*
Poids (g) 2173,9 £ 54,7 1961,8 &+ 98,5*
K 1,60 £ 0,02 1,66 +0,03*
Poids des gonades (g) 42,05+ 3,39 32,16 £4,05
Poids du foie (g) 19,50 £ 0,91 18,73 +£1,38*
Fécondité (ceufs) 31962 + 950 33907 £ 1585
Indice de gras 2,3+0,3 2,5+0,2
Indice des tubercules 0,4+0,1 0,5+0,1
Age (ans) 18,6 +1,3 10,8 = 0,5%
n 22 32
Males Longueur (cm) 48,7 +£0,5 474 +0,9
Poids (g) 1905,2 £ 54,7 1834,9 + 93,5
K 1,64 +0,02 1,70 £ 0,03
Poids des gonades (g) 36,92 + 3,82 3431 +3,25
Poids du foie (g) 16,80 = 0,73 16,43 £ 0,96
Indice des tubercules 1,7+0,2 1,3+0,1
Indice de gras 1,9+0,2 2,3+0,2
Age (ans) 19.3+1,0 11,1 +0,8%
n 20 22

* Significativement différent des poissons de référence (p<0,05)
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Figure 1.1-1. L’¢état des chevaliers blancs femelles (longueur des
poissons par rapport au poids) démontre un état accru chez les
femelles récoltées en aval du point de rejet des effluents par
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Figure 1.1-2. La croissance des chevaliers blancs femelles
(longueur par rapport a 1’dge des poissons) indique que les
poissons exposés ¢étaient plus jeunes et croissaient plus
rapidement, tandis que les poissons de référence étaient surtout
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plus vieux et que leur taux de croissance était réduit.
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Figure 1.1-4. La croissance du chevalier blanc male (longueur
des poissons par rapport a 1’age des poissons) démontre une
croissance accrue chez les males du site d’exposition en champ
proche.
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Production in vitro d’hormones stéroides et hormones stéroides plasmatiques

Nous avons mesuré le taux dans le sang des deux principaux stéroides reproducteurs
biologiquement actifs tant chez les chevaliers blancs males que femelles. Les taux de 17f3-
estradiol et de testostérone dans le sang étaient moindres chez les femelles récoltées en aval du
point de rejet de 1’usine sur la riviére Spanish a Espanola (p<0,05) (figure 1.1-5 et tableau 1.1-2).
Des réductions similaires du niveau de 11-kétotestostérone (p=0,001) ont été observées dans le
sang du chevalier blanc male, mais aucune différence n’était décelable entre les sites en ce qui a
trait au niveau de testostérone (p=0,12) dans le sang des males (tableau 1.1-2).

Les follicules des chevaliers blancs femelles ont été incubés in vitro dans des conditions basales
(milieux nutritifs seulement ou stimulées par la forskoline). Les follicules de tous les sites ont
répondu positivement a la stimulation par la forskoline en ce qui a trait a la production tant de
17B-estradiol que de testostérone (p<0,013) (tableau 1.1-3). La production basale de 178-
estradiol était similaire d’un site a 1’autre (p=0,28). Toutefois, la production stimulée de 17f3-
estradiol était plus ¢€levée dans les follicules récoltés des femelles en aval du point de rejet
(p<0,001). La production basale de testostérone était aussi similaire d’un site a I’autre (p=0,99).
Toutefois, la production stimulée était encore une fois substantiellement plus élevée dans les
follicules prélevés des poissons en aval du point de rejet des effluents (p<0,001).

Tableau 1.1-2. Taux de testostérone dans le sang (les deux sexes), de 17[B-estradiol
(femelles) et de 11-kétotestostérone (males) dans le plasma prélevé du chevalier blanc
d’un site de référence en amont et d’un site exposé d’un effluent en aval dans la riviére
Spanish autour d’Espanola (Ontario).

Sexe Stéroide (pg/mL) Référence Exposés
(en amont) (en aval)
Femelles 17B-estradiol 738,4 +100,3 423,6 + 98,4*
Testostérone 371,2 £ 60,8 175,0 £ 40,4*
Males 11-KT 4412,0 + 340,2 2645,9 + 234,0*
Testostérone 477,1 £39,1 382,5+30,9

Tableau 1.1-3. Production de stéroides in vitro par les follicules prélevés du chevalier
blanc d’un site de référence en amont et d’un site en aval exposé aux effluents de la
riviére Spanish autour d’Espanola (Ontario). La production est soit dans des conditions

d’incubation basales ou apres stimulation avec de la forskoline.

Stéroide (pg/10 Traitement Référence Exposés
follicules) (en amont) (en aval)
17pB-estradiol Basal 156,1 £21,1 156,7 £ 10,0

Forskoline 189,1 £9,8 463,1 +24,9*
Testostérone Basal 1609 + 14,4 1482 +£ 10,1
Forskoline 2974 + 31,0 473,6 £24,1*
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Figure 1.1-5. Taux de testostérone et de 17B-estradiol dans le sang
de chevalier blanc femelles d’un site de référence en amont et d’un
site en aval exposé aux effluents de la riviere Spanish autour
d’Espanola (Ontario).

Histologie gonadique

Une histologie gonadique a été effectuée sur les tissus testiculaires des males et les tissus
ovariens des femelles afin d’évaluer les différences entre les sites en matiére de développement
gonadique. Comme il n’y avait aucune différence entre les sites pour le développement des
gonades, il était peu probable qu’il y aurait d’importantes différences quant au stade de
développement gonadique. Des tissus testiculaires des males ont été séparés en quatre stades de
développement (spermatogonie,  spermatocytes, spermatides, spermatozoides), chacun
représentant le stade suivant de développement testiculaire. La figure 1.1-6 illustre le
pourcentage de cellules aux divers stades de développement pour chaque poisson de chaque site.
Comme on peut le constater, les poissons en étaient aux premiers stades de développement
testiculaire et il existait un degré appréciable de variabilité entre les poissons de chaque site.
Globalement, nous n’avons observé aucune différence en mati¢re de développement testiculaire.

Nous avons séparé le développement ovarien des femelles en follicules de développement
primaire, stades cortical et alvéolaire, stades vitellogénes et follicules atrétiques. La figure 1.1-7
illustre les premiers stades du développement ovarien comme la plupart des follicules en sont au
stade primaire, bien qu’il existe un degré appréciable de variabilité entre les poissons de chaque
site. Globalement, comme pour le développement chez les males, nous n’avons observé aucune
différence dans le stade général de développement ovarien attribuable a 1’exposition aux
effluents.

Les fouille-roches récoltés en aval du point de rejet des effluents étaient plus gros que les
poissons récoltés en amont de 1’usine. Bien que les fouille-roches femelles exposés étaient plus
longues et plus lourdes (p<0,001) que les poissons de référence, elles présentaient un coefficient
de condition similaire (p=0,10) (tableau 1.1-4). Fort probablement, ces poissons étaient plus agés
que les poissons récoltés en amont. Nous tentons actuellement de prélever les otolites de ces
poissons afin d’en déterminer 1’age. Bien que ces poissons en étaient aux premiers stades de
développement ovarien en préparation pour la période de frai du printemps prochain, en rapport
avec la taille du corps, les poissons femelles ne montrent aucune différence en ce qui a trait a la
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quantité d’énergie placée dans la croissance gonadique (p=0,90). Les poissons femelles exposées
aux effluents ont toutefois montré des foies substantiellement plus gros par rapport a la taille de
leur corps, comparativement aux femelles de référence en amont (p=0,004) (figure 1.1-8).
L’examen des stocks de gras internes, similaires au coefficient de condition, n’a montré aucune
différence importante entre les sites (p=0,38).

Tout comme les fouille-roches femelles, les males exposés étaient plus longs et plus lourds
(p<0,001) que les males de référence an amont (tableau 1.1-4). Les fouille-roches males en aval
¢taient aussi substantiellement plus gras (coefficient de condition accrue) par rapport aux males
récoltés en amont du point de rejet (figure 1.1-9). En rapport avec cette condition accrue, ces
poissons avaient aussi des stocks de gras internes accrus (tableau 1.1-4). L’examen du
développement gonadique, qui était plutdt limité (IGS~ 0,2 %), n’a pu montrer une régression
significative du poids corporel (p=0,20), ce qui suggere qu’il était trés tot dans le développement
reproducteur pour cette époque. Les fouille-roches males n’ont montré aucune différence quant
au site dans la taille du foie par rapport a la taille du corps (p=0,84).

L’examen histologique des tissus gonadiques n’a révélé aucune différence importante quant au
site dans le développement ovarien des femelles, car tous les poissons examinés en étaient aux
tout premiers stades du développement ovarien pour la prochaine époque de frai (figure 1.1-10).
Le développement testiculaire des males étaient beaucoup plus avancé chez les fouille-roches
males par rapport aux males de référence en amont (figure 1.1-11), bien que ce développement
¢tait trés tot pour la spermatogénese pour la prochaine saison de frai.

Rapport final — Cycle 5 Page ¢ 15



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

Type de cellules, %

20%
10%
0%

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

Type de cellules, %

20%

10%

0%

l Spermatozoides

Figure 1.1-6. Développement testiculaire du chevalier blanc chez les
poissons récoltés d’un site de référence en amont et d’un site en aval
expos¢ aux effluents de la riviere Spanish autour d’Espanola

(Ontario).
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Répartition du développement des ovocytes de chevaliers blancs
femelles en amont
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Figure 1.1-7. Développement ovarien du chevalier blanc chez les
poissons récoltés d’un site de référence en amont et d’un site en aval
expos¢ aux effluents de la riviere Spanish autour d’Espanola
(Ontario).
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Tableau 1.1-4. Fouille-roches récoltés d’un site de référence en amont et d’un site en aval
exposé aux effluents de la riviére Spanish autour d’Espanola (Ontario).

Sexe Parametre Référence Exposés
(en amont) (en aval)
Femelles Longueur (mm) 68,8+ 1,3 79,1 +£0,8*
Poids (g) 2,585 +£0,182 4,001 £0,129*
K 0,771 £ 0,010 0,804 + 0,013
Poids des gonades (g) 0,022 + 0,003 0,022 £ 0,001
Poids du foie (g) 0,021 £0,001 0,048 £0,003*
Indice de gras 2,6+0,2 29+0,3
n 26 27
Males Longueur (mm) 72,5+ 1,4 83,9 £ 1,0*
Poids (g) 2,926 + 0,199 5,016 £0,198*
K 0,751 0,024 0,843 + 0,020*
Poids des gonades (g) 0,004 + 0,001 0,009 = 0,002
Poids du foie (g) 0,027 + 0,003 0,049 + 0,004
Indice de gras 1,9+0,2 3,1+0,3*
n 17 22

* Significativement différent des poissons du site de référence (p<0,05)
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Figure 1.1-8. Poids du foie des fouille-roches femelles par rapport
au poids corporel, qui indique que les poissons exposés en aval du
point de rejet avaient de plus gros foies.
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Figure 1.1-9. Condition des fouille-roches males (longueur par
rapport au poids des poissons), qui démontre une condition accrue
chez les males récoltés en aval du point de rejet des effluents par
rapport aux femelles de référence en amont.
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Figure 1.1-10. Stades des gonades des fouille-roches femelles démontrant
a la fois le stade primaire de développement gonadique de la prochaine
période de frai et le manque de différence entre le site de référence en
amont et le site exposé aux effluents en aval.
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Figure 1.1-11. Développement testiculaire des fouille-roches
males indiquant les premiers stades de développement pour la
prochaine période de frai et une légeére augmentation du niveau
de développement des males récoltés en aval du point de rejet des
effluents de la riviére Spanish a Espanola (Ontario).

Conclusions

Bien qu’une ESEE antérieure ait constaté des réductions dans le développement gonadique des
meuniers noirs en aval du point de rejet des effluents, trés peu de meuniers noirs ont été capturés
dans ce milieu récepteur. Les chevaliers blancs étaient assez abondants en amont et en aval du
point de rejet des effluents dans la riviére Spanish, comme les fouille-roches de petite taille. Une
comparaison de ces deux especes en amont et en aval du point de rejet n’a révélé aucun effet sur
le développement gonadique de ’une ou I’autre des especes. Certains effets de I’exposition a
I’effluent étaient toutefois évidents.

e Les chevaliers blancs femelles et males avaient dans leur sang un taux réduit des principales
hormones stéroides reproductrices biologiquement actives. Les réductions de ces stéroides
correspondent souvent a une taille réduite des gonades et a d’autres altérations de la
reproduction.

e Les populations de chevaliers blancs sont beaucoup plus jeunes en aval du point de rejet et
elles affichent une croissance accrue comparativement aux poissons plus agés en amont.

e Les chevaliers blancs femelles sont aussi plus grosses et leur foie est plus gros
comparativement aux poissons de référence en amont. On rencontre souvent cette situation
chez les poissons en aval des points de rejet des effluents et est associée avec un
enrichissement de 1’environnement.

e Les fouille-roches femelles avaient un foie plus gros, et les males avaient un coefficient de
condition accru et de plus gros stocks internes de graisse.
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1.2 Surveillance a long terme des effets biologiques et des parametres chimiques
Introduction

Les résultats du Cycle 4 du Projet national de recherche des causes des effets des effluents sur la
reproduction du poisson ont démontrés que la qualité de 1’effluent d’une usine peut varier au fil
du temps (Kovacs et coll., 2007a). Plus précisément, nous avons trouvé que 1’effluent d’une
usine de pate kraft blanchie n’ayant pas eu d’incidence sur la production d’ceufs des téte-de-
boules (ainsi que des autres especes) lors des essais en laboratoire avait entrainé une réduction de
la production d’ceufs des téte-de-boules aprés un démarrage de 1’usine. Nous avons aussi
constaté que la charge organique de I’effluent, déterminée par la sommation de 1’aire des pics
dans le profil de la chromatographie en phase gazeuse (CPG) de I’effluent extrait au moyen d’un
solvant s’était accrue aprés le démarrage. De telles variations pourraient entrainer des
complications lors de I’identification des agents responsables des effets reproducteurs aprés
traitement de I’effluent. Par contre, comprendre les causes des variations de qualité de I’effluent
pourrait permettre de déterminer des stratégies correctives efficaces. Cela étant, nous avons
entrepris une étude portant sur la surveillance de la variabilité¢ de I’effluent d’une usine, 1’usine
de pate kraft blanchie d’Espanola. Le but était double : 1) évaluer 1’utilité de 1’essai de production
d’ceufs des téte-de-boule ainsi que le profilage CPG de I’effluent pour le suivi de la qualité de
I’effluent en rapport avec les modifications au mode de fonctionnement de 1’usine et ii) de tenter
ainsi de déterminer les conditions d’exploitation particulieres de 1’usine ayant une influence sur
la qualité de I’effluent et qui pourraient nuire a la reproduction des poissons.

Matériel et méthodes
Schéma expérimental

La présente étude de surveillance a porté sur I’usine de pate kraft blanchie de Domtar a Espanola
(Ontario). Le procédé de I'usine a été décrit en détail plus tot dans la section « Usines
sélectionnées et grandes lignes du projet » du présent rapport. Le travail de cette section est basé
sur les 21 échantillons d’effluent biotraités prélevés a I’usine entre février 2007 et mai 2009. Les
¢chantillons d’effluent ont été prélevés par le personnel de 1’usine pendant des conditions
normales d’exploitation, pendant des périodes de perturbations, et pendant des périodes de
perturbation du fonctionnement lors du démarrage de I'usine. De ces derniers, huit effluents ont
fait ’objet d’essais quant a leurs effets sur la production d’ceufs, cinq effluents lors d’essais a
court terme (5 jours d’exposition a I’effluent) et trois effluents lors d’un essai & moyen terme
(21 jours d’exposition a I’effluent) avec des téte-de-boules. Nous avons évalué la relation entre la
production d’ceufs et la qualité de 1’effluent décrite par les paramétres chimiques, en établissant
une séquence temporelle qui comprend des conditions normales d’exploitation et trois épisodes
majeurs a ’usine. Le premier épisode a été une perturbation de 1’évaporateur survenue dans la
nuit du 6 février 2007 et qui a entrainé un déversement de liqueur noire vers I’étang aéré. Le
deuxiéme est survenu pendant une période d’arrét temporaire de I'usine du 1% au 11
décembre 2008. Le troisiéme s’est produit pendant une période d’arrét temporaire de 1’usine du
13 au 28 décembre 2008.
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Analyses chimiques de I’effluent
Profilage chimique

Tous les échantillons regus a notre laboratoire ont fait 1’objet d’une extraction a 1’aide d’un
solvant, suivie d’analyses par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse
(CPG-SM). Un volume de 250 mL d’effluent a été ajouté a un entonnoir a décantation avec 25
uL d’une solution interne standard contenant 1 mg/mL chacun d’hénéicosanoate de méthyle et
d’acide tricosanique. Nous avons extrait des échantillons avec deux volumes de 100 mL d’éther
méthyltertiobutylique (MTBE) de catégorie CLHP. Le MTBE extrait a été transféré dans un
ballon a fond rond de 250 mL et réduit a environ 1,5 mL avec un évaporateur rotatif sous vide,
puis amené a un volume final de 200 pL dans une fiole sous un léger débit d’azote. L extrait a
alors été méthylé avec du diazométhane et 2 pl ont été injectés dans le CPG-SM. Les analyses de
CPG-SM ont été effectuées avec un CPG Agilent 6890 Series combiné a un discriminateur de
masse 5973. Le MTBE extrait a ét¢ injecté pour analyse en mode sans diviseur de flux a 250 °C.
Les échantillons a analyser ont été séparés dans une colonne capillaire de 30 m x 0,25 pm i.d.
Rxi-1MS, un film de 0,25 um d’¢épaisseur de Restek; un vecteur d’hélium a 1,3 mL/min.
Programme du four pour le CPG: 60 °C durant 10 minutes, puis accroissement a 5 °C/min
jusqu’a 290 °C et maintien durant 20 minutes. Nous avons tenté de mesurer de fagon quantitative
la différence entre les quantités de maticres organiques présentes dans les effluents, en
comparant 1’aire totale des pics de chaque chromatogramme. Puisque chaque extrait d’effluent
contenait un C21 standard, il a été¢ facile de comparer les aires relatives de chacun. Cette
comparaison subjective a permis de différencier les effluents. Pour le reste du présent manuscrit,
ce type de comparaison sera appelé indice de profilage CPG. Aux fins d’établissement d’un point
de comparaison, nous avons assigné un indice de profilage CPG de 1,0 a I’effluent prélevé le
10 novembre 2008 (lequel n’avait pas nui a la production d’ceufs.

Nous avons examiné les chromatogrammes des 21 échantillons d’effluents afin de déceler la
présence de 2,5-diméthyle 2-cyclopenténones, de 2,3,4- et 2,3,5-triméthyle 2-cyclopenténones.
Nous avons confirmé la présence de ces isomeres en les comparant a des étalons de référence qui
avaient été synthétisés dans nos laboratoires (Voss, 1984). Les 2-cyclopenténones a substitution
de méthyle sont formés pendant le procédé kraft a la suite d’une réaction de dégradation alcaline
aqueuse de la cellulose pure. Il a aussi ét¢ démontré (Voss, 1984) qu’un certain nombre de ces 2-
cyclopenténones a substitution de méthyle résistaient a la dégradation dans les étangs aérés, ce
qui en fait de bons indicateurs de perte de liqueur noire.

Nous avons aussi analysés dans notre laboratoire les paramétres classiques des huit échantillons
d’effluents utilisés lors des essais de reproduction, comme la demande biochimique en oxygene
sur cinq jours (DBO), la demande chimique en oxygeéne (DCO), et le total des matieres en
suspension (MES), conformément aux méthodes normalisées (APHA, AWWA, WPCF 1998),
ainsi que les acides gras et les acides résiniques a 1’aide d’une méthode chromatographique
(Voss et Rapsomatiotis, 1985). Les résultats de la DBO, de la DCO et des MES des treize autres
¢chantillons d’effluents non utilisés lors des essais de reproduction des téte-de-boules ont été
obtenus de 1’usine.
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Essais de reproduction des téte-de-boules adultes

La méthode d’essai avec les téte-de-boules adultes est adaptée d’un essai élaboré par Ankley
et coll. (2001), et elle a été employée lors de recherches précédentes avec des effluents d’usine
(Kovacs et coll. 2007a, 2007b). Les téte-de-boules arrivés a maturité sexuelle ont été élevés dans
de I’eau de puits du laboratoire (température 25+ 1 °C, pH ~8,2, duret¢ ~250 mg/L comme
CaCQO:s, alcalinité ~160 mg/L comme CaCOs), jusqu’a ce qu’ils présentent les premiers signes de
maturité sexuelle, puis séparés par sexe jusqu’a ce qu’ils atteignent de 8 a 14 mois. Nous avons
initi¢ la phase de pré-exposition des essai en répartissant les poissons adultes en groupes de deux
males et quatre femelles dans chaque aquarium contenant deux substrats de frai. Parmi ceux-ci,
nous avons sélectionné des groupes of poissons qui affichaient une bonne performance
reproductive (>18 ceufs/femelle/jour) et ces groupes ont ¢té assignés au hasard a 1’un des quatre
réplicats pour chacun des traitements. Les conditions d’essai détaillées sont décrites au
tableau 1.2-1. Cinq essais a court terme (5 jours d’exposition a 1’effluent) ont été effectués avec
chaque échantillon d’effluent, et un essai @ moyen terme (21 jours d’exposition a 1’effluent) a été
effectu¢ a I’aide d’un échantillon d’effluent différent chaque semaine. Les effluents ont été
versés dans divers réplicats a 1’aide d’un diluteur en série, et la température, I’oxygene dissous et
le pH ont été vérifiés chaque jour. Pendant la phase d’exposition, des ceufs ont été prélevés
chaque jour et comptés. La production d’ceufs a la fin de I’exposition a été calculée comme le
nombre d’ceufs par femelle par jour dans chaque réplicat. Bien que nous ne tenions compte dans
ce rapport que des données de la production d’ceufs en ce qui a trait a I’effet critique, plusieurs
autres parametres ont aussi été enregistrés lors de chaque essai, et ces derniers sont résumés au
tableau 1.2-2. A la fin de I’exposition, les poissons ont été sacrifiés et nous avons mesuré leur
poids corporel et leur longueur. Les gonades ont été excisées et pesées. Pour chaque test, nous
avons comparé¢ la production d’ceufs et les paramétres morphologiques (par ex., poids et
longueur) des poissons exposés a 1’effluent aux épisodes de production d’ceufs des poissons de
référence a I’aide d’un essai t (niveau de signification p<0,05) si les données correspondaient aux
hypothéses de normalité et d’homogénéité (avec ou sans transformation logarithmique) ou a
I’essai Mann-Whitney, si les données ne correspondaient pas aux hypotheses de normalité et
d’homogénéité, méme apres une transformation logarithmique.

Résultats et discussion
Episode 1 : Perturbation de I’évaporateur - 6 février 2007

Le premier essai de reproduction des téte-de-boules a été achevé en février 2007, peu apres les
perturbations des évaporateurs. Nous avons trouvé que cet effluent réduisait fortement (de 91 %)
la production d’ceufs (tableau 1.2-3). La teneur en DBO et en DCO ¢était de 28 mg/L et
404 mg/L, respectivement. La teneur totale en 2-cyclopenténones a substitution de méthyle était
de 103,2 pg/L. L’indice de profilage CPG a été établi a 1,75. Ce résultat de la production d’ceufs
¢tait le premier qui pouvait étre associ¢ a une perturbation du procédé ou de la liqueur noire
s’échappait du processus de récupération et était accidentellement libérée dans 1’étang aéré. La
présence de 2-cyclopenténones a substitution de méthyle est venue appuyer ’hypothése que la
liqueur noire apportait des matiéres organiques et qu’elle pourrait étre associée a la diminution
de la production d’ceufs. Toutefois, nous avons dii accroitre la surveillance a I’aide de 1’indice de
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profilage CPG, afin de déterminer la qualité d’effluent nécessaire pour éviter les répercussions
sur la production d’ceufs des téte-de-boules.

Tableau 1.2-1. Résumé des conditions d’essai a court terme avec le téte-de-boule.

Phase de pré-exposition 7al4j
Exposition a I’effluent 5a7j

Renouvellement des aquariums ~ 4/j

Quantité d’effluent employée 200 L/j

Réplicats 4 (2 males et 4 femelles dans 12,5 L)

Densité de chargement 0,3320,40 g/l

Photopériodes 16 heures de clarté et 8 heures d’obscurité

Alimentation A volonté; crevettes des salines (Artemia) fraichement
écloses, trois fois par jour

Parameétres mesurés Production d’ceufs, nombre de frais, fertilisation des ceufs
Poids des gonades, longueur et poids corporel

pH 742485

Oxygene dissous > 60 % saturation

Température 242326 °C
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Tableau 1.2-2. Résumé d’autres essais de reproduction effectués lors de la surveillance biologique. Les
résultats sont présentés comme moyenne avec erreur-type.

Dates Référence 100 % effluent
d’échantil- \
Parameétre
lonnage de Males Femelles Males Femelles
I’effluent
19 février FC 1,6 (0,1) 1,3 (0,0) 1,5(0,1) 1,3 (0,0)
2007 1G (%) 1,2 (0,1) 12 (0,7) 1,4 (0,2) 14 (0,8)
PC (g) 5,4 (0,3) 2,2(0,1) 5,0 (0,2) 2,4(0,2)
LC (mm) 70 (1,7) 55(0,9) 69 (1,3) 57 (1,2)
3,10et 17 FC 1,6 (0,04) 1,5 (0,04) 1,5 (0,02) 1,5 (0,07)
novembre 1G (%) 1,1 (0,2) 13,9 (0,9) 1,0 (0,2) 13,5 (1,2)
2008 PC (g) 5,4(0,2) 2,6 (0,1) 5,4 (0,2) 2,5(0,1)
LC (mm) 71(1,2) 56 (0,6) 72 (0,9) 56 (0,8)
13 janv. FC 1,4 (0,02) 1,3 (0,03) 1,4 (0,04) 1,3 (0,02)
2009 IG (%) 0,9 (0,2) 13,4 (0,7) 1,3(0,2) 13,6 (1,1)
PC (g) 4,7(0,3) 2,3(0,1) 4,2(0,2) 2,3(0,1)
LC (mm) 70 (1,4) 56 (0,6) 67 (1,1) 56 (0,7)
16 février FC 1,6 (0,03) 1,3 (0,03) 1,5 (0,04) 1,3 (0,0)
2009 1G (%) 1,2 (0,1) 11,3 (1,3) 1,4 (0,1) 13,8 (1,8)
PC (g) 3,8(0,3) 1,8 (0,1) 3,2 (0,1) 1,8 (0,1)
LC (mm) 63 (1,4) 52 (0,6) 60 (0,8) 53(0,4)
18 mars FC 1,5 (0,04) 1,3 (0,03) 1,5 (0,04) 1,3 (0,03)
2009 1G (%) 1,5 (0,1) 13 (1,0) 2,1(0,2) 13 (1,1)
PC (g) 4,1(0,1) 1,9 (0,1) 4,2 (0,2) 1,9 (0,1)
LC (mm) 65 (1,1) 53 (0,6) 65 (1,3) 52 (0,7)
29 mai FC 1.4 (0,04) 1,3 (0,03) 1,4 (0,06) 1,3 (0,03)
2009 IG (%) 1 3 (0’ 1 13 (1,0) 1,7 (0,1) 14 (1,2)
PC (g) 4’0 (0’2) 2,5(0,1) 3,7(0,1) 2,2 (0,1)
LC (mm) 6’6 (1 ’O) 58 (0,6) 65 (1,1) 56 (0,7)

FC : facteur de condition; IG : indice gonadosomatique, PC : poids corporel, LC : longueur du corps
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Episode 2 : Arrét temporaire de I’usine - 1¥au 10 septembre

La surveillance prolongée du profil chimique des effluents a commencé le 14 aolt avant une
fermeture temporaire de l'usine, planifiée a des fins d'entretien, du 1° au 10 septembre 2008.
Nous avons déterminé ’indice de profilage CPG de cinq échantillons avant la fermeture, et
I’indice allait de 1,01 a 1,65 et indiquait une variation appréciable en ce qui a trait a la teneur en
matieres organiques (tableau 1.2-3). Les données sur la DBO, la DCO et les MES fournies par
I’usine sont montrées au tableau 1.2-3. Sept autres échantillons d’effluent ont été analysés en
septembre et octobre, a compter de deux semaines apres le démarrage de 1’usine (14 septembre).
Les quatre premiers échantillons prélevés entre le 29 septembre et le 9 octobre montrent un
indice de profilage CPG variant de 1,47 a 2,53, ce qui suggere que la qualité de I’effluent était
trés variable. Les valeurs de DBO allaient de 26 a 43 mg/L, mais seulement des quantités infimes
de 2-cyclopenténones ont été décelées, ce qui suggere qu’il n’y avait aucune perte manifeste de
liqueur noire, mais que la teneur en matieres organiques des effluents traités était néanmoins
¢levée. Du 13 au 20 octobre, I’indice de profilage CPG stabilisé entre 0,74 et 1,17 était associé a
une teneur en DBO allant de 14 a 31 mg/L. C’est a ce point que nous avons amorcé un test de 21
jours d’exposition a I’effluent durant lequel trois échantillons d’effluent ont été utilisés en
semaines successives. Au tableau 1.2-3, ces échantillons portent les dates du 3, 10 et
17 novembre. Nous avons choisi de présenter les données de la production d’ceufs sur une base
hebdomadaire, comme s’ils avaient fait 1’objet d’essais indépendants, pour en tirer des données
illustrant le lien avec les caractéristiques de I’effluent. Sur une base hebdomadaire, il n’y avait
aucune réduction statistiquement significative de la production d’ceufs pendant ces trois
semaines. La méme chose valait pour I’ensemble de la production d’ceufs durant les 21 jours
d’exposition avec la production moyenne (erreur-type) d’ceufs des poissons de référence et des
poissons exposés a 100 % d’effluent de 36 (4) et 36 (6), respectivement. Seulement des quantités
infimes de 2-cyclopenténones ont ét¢ décelées les 10 et 13 novembre, ce qui suggere que les
pertes de liqueur noire n’ont été pas un facteur important pour ces échantillons. Les valeurs du
MES et de I’AGR ont été a leur plus bas niveau entre le 3 et le 17 novembre, tandis que la DCO
¢tait la plus élevée jusqu’a maintenant (de 389 a 415 mg/L). Ensemble, ces résultats suggerent
qu’une qualité¢ d’effluent prés de 1,00 illustrée par un indice de profilage CPG et un niveau de
DBO inférieur a 20 mg/L ferait en sorte que les effluents n’auraient aucun effet significatif sur la
production d’ceufs.
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Tableau 1.2-3. Résumé de la production d’oeufs et résultats de 1’analyse chimique.

Date de Production moyenne | Indice de DBO DCO | MES | AGR 2-cyclopenténones a
prélévement de d’ceufs/femelle/jour | profilage | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | substitution de méthyle
1’échantillon (ETM) CPG (ug/L)
d’effluent
100 % | Témoin 2,5- 2,34- | 2,3,5-
effluent
Episode 1 : Perturbation de I’évaporateur — 6 février 2007
19 février 2007 7% (3) 81 (7) 1,75 28 404 23 0,10 | 343 | 37,3 | 31,6
14 aotit 2008 1,42 26" 277" | 27" | 0,04 | nd. | nd. | nd
18 aoiit 2008 1,01 19! 286" | 27 0,04 | nd. n.d. n.d.
21 aotit 2008 1,35 15' 248! 17! 004 | nd | nd | nd.
25 aott 2008 1,62 15" 252" | 30! 0,03 | nd | nd | nd.
28 aolt 2008 1,35 20" 266" | 20" | 0,03 | nd. | nd | nd
Episode 2 : Arrét temporaire de I’'usine du 1°" au 10 septembre 2008
29 septembre 2008 2,04 26! 268" | 30 0,17 | nd. n.d. n.d.
2 octobre 2008 1,95 43! 322" | 43! 1,07 | nd. n.d. 1,7
7 octobre 2008 2,53 31! 302" 30 0,06 | n.d. n.d. n.d.
9 octobre 2008 1,47 32! 316" 30 0,03 | nd. n.d. n.d.
13 octobre 2008 0,74 16' 317" | 27 0,01 | nd. n.d. n.d.
16 octobre 2008 1,16 22! 323 | 23" | 0,06 | nd. | nd | nd
20 octobre 2008 1,17 31! 344" | 20" | 0,07 | nd. | nd | nd
3 novembre 2008 30 (7) 33 (4) 0,65 14 403 10 0,02 | nd | nd | nd.
10 novembre 2008 | 28 (7) 40 (5) 1,00 19 415 5 0,03 | nd. 0,5 10,3
17 novembre 2008 | 49 (6) 34 (4) 0,90 17 389 15 0,04 | nd | nd 4,1
Episode 3 : Arrét temporaire de I’'usine du 13 au 28 décembre 2008, difficultés d’exploitation de I’étang lors du
démarrage.
13 janvier 2009 4 * (4) 35(9) 1,46 53 426 19 0,06 | 41,6 | 29,0 | 41,0
3 février 2009 1,43 32! 20" 0,12 | 153 | 30,5 | 33.4
16 février 2009 21 (4) 33 (4) 0,84 15 345 12 0,05 | nd. | nd 8.2
18 mars 2009 18(6) | 33(11) 1,15 18 307 27 285 | 324 | 271
29 mai 2009 15 (2) 19 (4) 0,75 16 301 14 004 | nd | nd | nd

ETM : erreur-type de la moyenne; DBOs : demande biochimique en oxygene sur cing jours; DCO : demande chimique en
oxygéne; MES : matiéres en suspension; AGR : acides gras et acides résiniques; ' : données sur la DBO, la DCO et le
MES fournies par 1’usine; * : statistiquement significatif (p<0,05) diminution de la production d’ceufs par poisson exposé
a 100 % effluent comparativement aux témoins; n.d. : les 2-cyclopenténones a substitution de méthyle sont sous la limite
de détection de 0,5 pg/L.
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Episode 3: Arrét temporaire de I'usine du 13 au 28 décembre, suivi de difficultés
d’exploitation de I’étang aéré lors du démarrage

La seconde période d’arrét temporaire a eu lieu du 13 au 28 décembre et nous avons ainsi pu
surveiller la qualité de I’effluent peu aprés le démarrage, lorsque cette qualité peut varier, et
pendant la récupération et la stabilisation du procédé. Lors du démarrage de [’usine, la
température ambiante de janvier était exceptionnellement basse (~-30 °C), ce qui a rendu le
démarrage du biotraitement de ’effluent dans 1’étang aéré particuliérement difficile. Selon les
registres de ’usine, le niveau résiduel de DBO durant les deux premiéres semaines de janvier
variait de 76 a 98 mg/L. Le troisieme essai de reproduction a été effectué¢ avec de 1’effluent
prélevé le 13 janvier 2009, ce qui a entrainé une inhibition de 88 % du nombre moyen d’ceufs
produits par femelle, par jour. La teneur en 2-cyclopenténones a substitution de méthyle était a
son plus haut niveau au cours de cette étude, a un total de 111,6 pg/L, ce qui suggere que la
liqueur noire apportait une contribution en matieres organiques. Cette situation était
accompagnée d’un indice de profilage CPG de 1,46, du méme ordre que celui enregistré apres
I’arrét de septembre 2008, et des valeurs de DBO (53 mg/L) et de DCO (426 mg/L) les plus
¢levées enregistrées pour les vingt et un échantillons analysés. La teneur en AGR et en MES n’a
pas été significativement différente de celle qui a été déterminée pendant le fonctionnement
stabilisé en octobre. Un mois apres le démarrage (3 février), la présence de 2-cyclopenténones a
substitution de méthyle était toujours apparente, a un total de 79,2 pg/L. L’indice de profilage
CPG et la DBO étaient encore €levés a 1,43 et 32 mg/L, respectivement.

Pour vérifier le retour du procédé et de I’étang aéré a un fonctionnement stabilisé, nous avons
effectué les trois derniers essais de reproduction les 16 février, 18 mars et 20 mai 2009. L’ indice
de profilage CPG des trois échantillons allait de 0,75 a 1,15 et leur teneur en DBO, de 15 a
18 mg/L. Ces échantillons n’ont pas entrainé de réduction statistiquement significative de la
production d’ceufs, méme si I’échantillon du 18 mars avait entrainé une réduction de 45 % de la
production d’ceufs. La production d’ceufs de ces poissons exposés a 100 % effluent est
comparable a la production du témoin pendant I’essai de I’effluent échantillonné le 29 mai 2009.
Néanmoins, la réduction de 45 % de la production d’ceufs chez les poissons exposés a
I’échantillon du 18 mars pourrait étre symptomatique d’une diminution de la qualité de
I’effluent. La teneur en 2-cyclopenténones a substitution de méthyle de 1’échantillon du 18 mars
¢tait de ~ 98 ng/L, ce qui suggere des pertes de liqueur noire.

Evaluation des outils de surveillance chimique et biologique

L’indice de profilage CPG peut s’avérer un moyen chimique utile pour comparer la qualité de
I’effluent a différentes périodes. La figure 1.2-1 fournit une illustration de la qualité des effluents
sur le plan de I’indice de profilage CPG. Les chromatogrammes illustrent le suivi de la CPG-SM
de deux effluents qui ont nui de fagon importante a la production d’ceufs (19 février 2007 et
13 janvier 2009) et de I’échantillon de référence du 10 novembre 2008, qui n’a pas nui a la
production d’ceufs. A partir d’une inspection visuelle des chromatogrammes, il y a moins de pics
individuels et une intensité générale plus faible des pics pour les effluents qui n’ont pas nui a la
production d’ceufs, comparativement a ceux qui ont nui a la reproduction des poissons. Le plus
grand nombre de pics et leur intensité indiquent la présence d’une teneur plus ¢levée en maticres
organiques. Une courbe de I’indice de profilage CPG et des résultats de la production d’ceufs
présentée a la figure 1.2-2 indique que I’indice de profilage CPG décrit assez bien la qualité des
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¢chantillons d’effluent en terme d’effets sur la production d’ceufs, c’est-a-dire que plus I’indice
de profilage CPG est ¢€levé, plus ’effet est important sur la production d’ceufs, ce qui offre un
fort coefficient de corrélation de -0,77575 pour les huit points de données disponibles.

19 février 2007
91 % de réduction de la production
d’ceufs
Indice de profilage CPG : 1.75 L J
o N ,J»H,AMMA,)MUKMM /mj‘ oMb A L JL“VAV,,M,.‘M,,M»R/\u\,g_,l__thi

13 janvier 2009

88 % de réduction de la production
d’ceufs

Indice de profilage CPG : 1.46

PO S WS BT AM,AJMJ.,AJ‘&MWMM DU L N | N S O PP r S

10 novembre 2008
Echantillon de référence
Indice de profilage CPG : 1.0

N S SRV S SN NS ,\,;Jllltf,ﬂ'\m Sh e o e h,lt e P

Figure 1.2-1. Chromatogrammes des deux échantillons ayant entrainé une réduction
importante de la production d’oeufs des téte-de-boules et I’échantillon de référence
pour I’indice de profilage du chromatogramme en phase gazeuse.

Si I’on se base sur les données compilées au tableau 1.2-3, il y a eu des effets importants sur la
production d’ceufs pour les échantillons ou la teneur en DBO était supérieure a 19 mg/L. La
relation entre la production d’ceufs (exprimé comme la production d’ceufs des poissons exposés
par rapport aux poissons de référence) comparativement a la DBO des effluents finals traités de
I’usine kraft de Domtar a Espanola est montrée a la figure 1.2-3. La force d’une relation linéaire
entre les deux variables est modérée mais significative (r = -0,66516 et p= 0,03593) et, bien que
plus de points de données seraient nécessaires pour renforcer cette comparaison, une tendance
apparente suggere que la référence de la DBO résiduelle des effluents finals traités a environ
20 mg/L ou moins, devrait produire des effluents qui auront une incidence minimale sur la
production d’ceufs lors de 1’essai avec le téte-de-boule adulte.

Rapport final — Cycle 5 Page « 30



c

S 160

5

S 140 ¢

b

(]

S 120 A

[}

1]

§ 100 -

) L

23 80- . | r =-0.66516

3 ° p = 0.03593

°* 60 ¢

5 40 - f

c

Q

é 20

o 0 | ¢ *

o T T T T T

£

S 0 10 20 30 40 50 60
DBO, mg/L

Figure 1.2-3. Relation entre la DBO de I’effluent final traité et la
production d’oeufs (exprimé comme le rapport entre la production
d’oeufs des poissons exposés et la production de référence).

Les premier et troisieme é€pisodes a 1’usine sont associés a une réduction importante de la
production d’ceufs, et les deux sont liés a une perte de liqueur noire dans le procédé de
récupération, comme en témoigne la présence de 2-cyclopenténones a substitution de méthyle a
une teneur de >100 pg/L. La courbe de la teneur totale en 2-cyclopenténones a substitution de
méthyle est tracée par rapport a la production d’ceufs, et une forte corrélation apparait (r =
-0,7980 et p = 0,0088), ce qui suggere que la présence de 2-cyclopenténones est associée aux
effets sur la production d’ceufs bien qu’aucun lien direct ne soit implicite (figure 1.2-4). Le
troisiéme épisode a 1’usine est aussi li¢ a la réduction de I’efficacité de 1’étang aéré lors d’un
démarrage difficile pendant une période de froid intense. Les registres de 1’usine indiquent que la
DBO de I’effluent biotraité pendant cette période était de 76 a 98 mg/L. Les autres mesures de la
qualité de I’effluent biotrait¢ (DCO, MES et AGR)n’ont pas démontré une association
significative avec les résultats de la production d’ceufs. De cet ensemble de données, il appert
que ces paramétres ne donnent pas une bonne idée des effets biologiques potentiels liés a la
reproduction des poissons pour les effluents que nous avons examings.
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Figure 1.2-4. Relation entre les 2-cyclopenténones a substitution de
méthyle totaux et la production d’ceufs (exprimé comme le rapport
entre la production d’ceufs des poissons exposés et la production
des témoins).

Notre capacité a lier les épisodes a 1’usine et les parameétres chimiques aux effets biologiques
misaient sur la possibilit¢ de 1’essai de reproduction avec le téte-de-boule a discerner une
différence entre des échantillons d’effluent de qualité variable. Jusqu’a maintenant, la production
d’ceufs semble un parameétre fiable et sensible en ce qui a trait a la recherche des causes et la
recherche des solutions. Une surveillance durant une période prolongée serait nécessaire pour
raffiner davantage le niveau auquel la DBO, I’indice de profilage CPG ou la présence de
2-cyclopenténones a substitution de méthyle offrirait la meilleure méthode de surveillance
chimique pour établir le potentiel des effluents d’usine kraft de nuire a la production d’ceufs.

Conclusions

La preuve jusqu’a maintenant suggere qu’il est possible de faire le suivi des variations de qualité
des effluents finals en ayant recours aux effets sur la production d’ceufs du téte-de-boule, la
DBO, de I’indice de profilage CPG et la présence de 2-cyclopenténones a substitution de
méthyle. Ces méthodes semblent étre des outils de diagnostic prometteurs dans le domaine de la
recherche des causes et des solutions.

Les répercussions négatives sur la production d’ceufs pendant les épisodes ont été attribuables a
des perturbations du systéme de récupération et a des pertes de liqueur noire, ainsi qu’a des
circonstances qui réduisent la performance du biotraitement (par ex., 1’arrét de 1’usine et une
basse température ambiante).
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1.3  Evaluation des effets reproducteurs chez les poissons exposés & un
déversement simulé de liqueur noire

La surveillance a long terme de ’usine de pate kraft blanchie d’Espanola indique qu’il pourrait y
avoir un lien entre les pertes de liqueur noire et 1’inhibition de la production d’ceufs. Pour avoir
une meilleure idée de la situation, nous avons ajouté une petite quantité¢ de liqueur noire de
I’usine a de ’effluent final traité et de I’eau, et nous avons procédé a des divers essais a court et a
moyen termes. Bien que cet essai ne visait pas a simuler de fagon précise I’effet des pertes de
liqueur noire a l’usine, puisque la liqueur noire serait habituellement biodégradée dans le
systéme de traitement, il était possible de mettre en évidence si des éléments actifs étaient
présents dans ces pertes.

1.3.1 Préparation de la liqueur noire

Ce qui suit est un résumé de la préparation de la liqueur noire diluée utilisée pour tous les essais
décrits dans la présente section. Le 6 mai 2008, le personnel de 1’usine de pate kraft blanchie de
Domtar a Espanola a prélevé un échantillon d’environ 20 L de liqueur noire et 1’a expédié aux
laboratoires de FPInnovations a Pointe-Claire (Québec). Nous avons dilué la liqueur noire avec
de I’eau déionisée et réglé le pH a 7,8 avec de I’HCI a 36-38 %. Nous avons réglé la dilution
finale de la solution mére avec de I’eau déionisée a 10 % vol/vol. La concentration de la liqueur
noire utilisée pour chacun des essais biologiques a été déterminée d’aprés un essai de
délimitation de plages de concentration avec des téte-de-boules a des teneurs de 0, %, 0,08 %,
0,06 % et 0,04 % en liqueur noire. La liqueur noire a 0,1 % s’est révélée toxique, et celle a
0,04 % n’a pas inhibé la production d’ceufs. Cela étant, des teneurs en liqueur noire de 0,6 % et
0,08 % ont été recommandés pour les essais. La solution de réserve de liqueur noire a 10 % a été
divisée en portions suffisantes et expédiée aux laboratoires des membres de I’équipe de projet.
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1.3.2 Essai a moyen terme avec des téte-de-boules

Lors de cet essai a moyen terme, des téte-de-boules juvéniles sont exposés a I’effluent durant 30
jours ou plus. On était d’avis que 1’exposition prolongée durant la phase de maturation pouvait
permettre de capturer les effets de I’effluent sur la croissance gonadique. Cet essai peut aussi
déterminer la capacité de reproduction, selon I’age des alevins au début des expositions. Les
résultats portent sur la croissance, I’'THS, I’'IGS, le développement des caractéristiques sexuelles
secondaires, et les événements de frai, ainsi que sur les indicateurs biochimiques. L’essai dure
environ un mois.

L’essai avec I’effluent de I'usine d’Espanola a commencé le 28 mai 2009 avec des poissons agés
de 71 + 3 jours (jours apres 1’éclosion), et s’est terminé les 27 et 28 juin 2009, apres 30-31 jours
d’exposition a I’effluent (100 %) et a la liqueur noire (0,06 ou 0,08 %).

Méthodes
Collecte et stockage de I’effluent

De Dl’effluent (2 000 L) a été expédié chaque semaine d’Espanola a Burlington (Ontario). Le
transport a pris de 1 a 3 jours. De la liqueur noire diluée a été expédiée une fois. L effluent et la
liqueur noire ont été stockés a 4 °C jusqu’au moment de son utilisation. L’effluent est passé par
un diluteur qui le mélangeait avec de I’eau du laboratoire de Burlington. La solution de réserve
de liqueur noire a été pompée par des pompes péristaltiques dans les chambres de dilution du
diluteur. Les débits ont été vérifiés chaque jour et consignés pour confirmation des volumes
livrés. Les concentrations lors des expositions étaient : effluent 100 %, liqueur noire 0,06 %,
effluent 100 % + liqueur noire 0,06 %, et effluent 100 % + liqueur noire 0,08 %. Nous avons
procédé a 4 réplicats de chaque teneur de I’effluent et 8 réplicats des aquariums de contrdle (eau
de laboratoire). Le débit de 1’eau de dilution du laboratoire et de 1’effluent était de 25 mL/min
pour chaque aquarium, ce qui a permis de renouveler la solution 3 fois par 24 h.

Expositions des poissons

Les expositions ont commencé avec des téte-de-boules agés de 71 jours (£ 3 jours) qui avaient
¢éclos et s’étaient développés dans 1’eau du laboratoire de Burlington. Une description détaillée
des méthodes et des soins donnés aux poissons se retrouve dans Parrott et Blunt (2005) et Parrott
et Bennie (2009). Les poissons étaient immatures au début de 1’essai, et nous en avons donc
ajouté 15 dans chaque aquarium. Apres une exposition de 30 jours, la plupart des poissons
demeuraient toujours immatures, ce qui rendait la dissection difficile. Nous avons évalué le sexe
des poissons selon des parametres externes et des parametres internes (évaluation des gonades),
et aussi par un sectionnement histologique des tissus gonadiques. Trois supports de reproduction
ont été ajoutés a chaque aquarium afin de favoriser la maturation et les comportements
reproducteurs. Il n’y a eu aucune reproduction pendant les expositions.
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Tableau 1.3.2-1. Conditions pour un essai de 30 jours avec des téte-de-boules.

Dates d’échantillonnage de Chaque semaine, 25 mai au 22 juin 2009

I’effluent

Phase de pré-exposition Les poissons du laboratoire étaient 4gés de 71 (£3) jours au
début de I’essai

Exposition a I’effluent 30-31]

Renouvellement des bacs 3/j

Quantité d’effluent utilisé 10 000 L (5 semaines)

Réplicats 8 pour le contréle, 4 pour chaque teneur de 1’effluent

Densité de chargement 0,4 g/Ljj

Alimentation Quotidienne - bouillie de crevettes des salines décongelée

Effets mesurés Longueur, poids, coefficient de condition de 1’indice hépato-

somatique des adultes, indice gonadosomatique,
caractéristiques sexuelles secondaires,

production d’ceufs, nombre de frais,

fertilisation des ceufs, éclosion des ceufs

chez les males : production de testostérone par les testicules
chez les femelles : production de testostérone et d’estradiol
par les ovaires

pH 7,7 a 8,2 (tableau 1.3.2-1b)
Oxygene dissous 6,5 a 7,8 mg/L (tableau 1.3.2-1b)
Température 23,9 4 24,8 °C (tableau 1.3.2-1b)

Echantillonnage des poissons et classement des caractéristiques sexuelles

Apres 30-31 jours d’exposition, les poissons ont fait 1’objet d’un échantillonnage tel que le
décrivent Parrott et Blunt (2005), avec les exceptions suivantes.

Les caractéristiques sexuelles secondaires des poissons males ont été déterminées en fonction des
parametres suivants : point sur la nageoire dorsale, class¢é comme absent (0 point) ou présent
(1 point) et bourrelet dorsal, classé¢ selon une échelle de 0 (aucun repli) a 5 (repli bien
développé). Nous avons compté les organes perliformes sous un microscope a dissection, et noté
le nombre de gros tubercules. Les bandes ont été évaluées sur une échelle de 0 (aucune bande)
a 5 (bandes tres foncées). Les poissons avec une téte noire et aucune bande ont regu une note 2.
L’indice male a été calculé comme la somme des points notés sur les nageoires + le bourrelet
dorsal + (tubercules + 2 x les gros tubercules)/10 + la note pour les bandes.

Pour les poissons femelles, nous avons mesuré la longueur et la largeur de 1’ovipositeur sous un

microscope a dissection, et calculé la zone triangulaire de 1’ovipositeur comme longueur x
largeur / 2.
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Analyses statistiques

Nous avons analysé les données a 1’aide de Systat 11. Nous avons évalué les parametres de
croissance, de la longueur (mm), du poids (g), du coefficient de condition (CC), de I'IHS, de
I’IGS, de I’aire de la zone de I’ovipositeur (mm?) et de I’indice méle a la recherche de
différences entre les traitements a I’aide d’ANOVA. Nous avons évalu¢ les différences
significatives par rapport aux contrdles a I’aide de tests t pour deux échantillons (variances
séparées) afin de déterminer les niveaux de signification. Les valeurs p ont été décrites dans les
figures et les tables avec des astérisques : * p <0,05.

Résultats et discussion
Qualité de I’eau et teneur en liqueur noire lors de I’exposition
La température a été constante dans les aquariums d’exposition, mais I’oxygene dissous, le pH et

la conductivit¢ ont varié selon le traitement avec la liqueur noire et de I’effluent (tableau
1.3.2-1b).

Tableau 1.3.2-1b. Température moyenne (+ écart-type) (°C), oxygéne dissous (mg/L), pH, et
conductivité (uS/cm) dans 1’eau de contrdle et les combinaisons de liqueur noire et de I’effluent a
Espanola.

Traitement Température Oxygene dissous pH Conductivité
(°0) (mg/L) (uS/cm)

Controle 24,2 +0,68 7,82 +£0,45 7,72 + 0,10 353 +£18
Effluent 100 % 23,9+0,72 7,36 £0,76 8,21 +£0,12 1,627 + 132
Liqueur noire 0,06 % 24,7+0,48 7,22+0,51 7,82+£0,12 418 £ 18
Effluent + 0,06 %
Liqueur noire 24,7+ 0,39 6,77 +£ 0,64 8,19+0,11 1,727 £ 131
Effluent + 0,08 %
Liqueur noire 24,8+0,28 6,49 + 0,83 8,17+0,13 1,710 £ 93

Des vérifications quotidiennes du débit des pompes péristaltiques ont été nécessaires afin de
s’assurer de la livraison de teneurs exactes en liqueur noire et effluent + liqueur noire. Pour la
valeur nominale ‘0,06 % liqueur noire’, le volume livré a donné lieu a une teneur réelle en
liqueur noire de 0,055 + 0,006 % (moyenne et écart-type, n = 26). Pour la valeur nominale
‘100 % effluent + 0,06 % liqueur noire’, le volume livré a fourni une teneur réelle en liqueur
noire de 0,055 + 0,005 % (n = 28). Pour la valeur nominale ‘100 % effluent + 0,08 % liqueur
noire’, le volume livré a fourni une teneur réelle en liqueur noire de 0,075 = 0,006 % (n = 27).
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Maturation et croissance des poissons

A la fin des 30-31 jours d’exposition, les poissons commengaient tout juste & devenir adultes
(car ils étaient agés d’environ 100 jours). Seulement 31 des 359 poissons (8,6 %) avaient un
point sur les nageoires dorsales et un bourrelet dorsal, 22 poissons avaient des tubercules, et
3 poissons avaient des bandes ou une téte foncées. L’indice male était donc tres faible pour tous
les groupes, et allait de 0,3 a 0,6 (tableau 1.3.2-2). L aire de 1’ovipositeur des femelles était aussi
trés faible, allant de 0,31 a 0,45 mm?> 11 n’y a eu aucune occurrence de caractéristiques sexuelles
males chez les poissons femelles, ni de caractéristiques sexuelles femelles chez les poissons
males (tel qu’on I’avait déja noté apres une exposition aux effluents d’une usine de pate (Parrott
et coll,, 2004). En raison de leur jeune age et de 1’absence de caractéristiques sexuelles, les
poissons ne se sont jamais reproduits durant ces 30 jours expositions.

L’exposition a I’effluent d’Espanola a accru la croissance des poissons. Nous avons observé une
augmentation du poids des femelles dans tous les traitements avec de I’effluent (100 % Effluent,
100 % Effluent + 0,06 % liqueur noire, 100 % Effluent + 0,08 % liqueur noire). La condition a
augmenté chez les téte-de-boules males et femelles exposés a 100 % Effluent + 0,06 % liqueur
noire et 100 % Effluent + 0,08 % liqueur noire.

L’exposition a I’effluent et a la liqueur noire a aussi fait augmenter la grosseur relative du foie
(indice hépato-somatique ou IHS) chez les téte-de-boules males et femelles.

La croissance des gonades et de la zone de I’ovipositeur s’est accrue chez les femelles exposées a
100 % Effluent + 0,08 % liqueur noire.

Conclusions

e L’exposition a I’effluent d’Espanola a accru la croissance des poissons.

e L’exposition a I’effluent et a la liqueur noire a accru I’THS.

e La croissance des gonades et de la zone de 1’ovipositeur s’est accrue chez les femelles
exposées a 100 % Effluent + 0,08 % liqueur noire.

e Le type de résultats observés lors de 1’exposition aux combinaisons d’effluent d’Espanola et
de liqueur noire se rapprochait d’une réaction a 1’eutrophisation (plus gros poissons, plus
gros foies).

e [’essai de 30 jours du passage du stade juvénile au stade adulte des téte-de-boules a permis
de déceler ce type de réaction
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1.3.3 Essai a court terme avec le téte-de-boule et la truite arc-en-ciel

Cette activité visait a évaluer 1’applicabilité d’essais a court terme (<5 j) a des travaux de
recherche des causes et des solutions afin d’¢liminer ou de réduire les effets associés aux
effluents d’usine sur la reproduction des poissons. Sur la base d’observations effectuées pendant
le Projet national de recherche des causes a I’effet que les pertes de liqueur noire pourraient avoir
une incidence sur la reproduction des poissons lors des essais en laboratoire (Section 1.2), nous
avons comparé la réponse des poissons exposés a de 1’effluent d’usine auquel une petite quantité
de liqueur noire avait été ajoutée pour simuler 1’effet d’'un déversement. Pour les essais, nous
avons utilis¢é deux espéces de poissons d’eau douce, le méné téte-de-boule (Pimephales
promelas) et la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), afin de comparer la capacité de divers
paramétres comme la production d’ceufs et D’activité de la vitellogénine a suivre les
modifications associées au déversement simulé. Nous avions prévu que 1’ajout de liqueur noire a
de I’effluent biotraité accroitrait I’activité de I’effluent sur les divers paramétres associés a la
reproduction.

Méthodes
Essai a court terme avec le téte-de-boule adulte

Nous avons utilis¢ des téte-de-boules adultes (agés de 11 mois) pour évaluer le comportement
général en période de reproduction. Les poissons, séparés par sexe, ont été élevés dans de I’eau
de puits du laboratoire (aussi utilisée pour diluer les effluents), tel que le décrivent Kovacs
et coll. (2007b). L’essai a court terme (pré-exposition de sept jours et exposition de cinq jours a
I’effluent) est adapté d’un essai élaboré par Ankley et coll. (2001), et il a déja été utilisé chez
FPInnovations lors de travaux antérieurs avec des effluents d’usine (Kovacs et coll., 2007b).
Durant la phase de pré-exposition, les poissons ont été répartis en groupes de deux males et
quatre femelles dans chaque aquarium contenant deux substrats pour le frai. Nous avons
commencé les essais en sélectionnant des groupes de poissons bons reproducteurs
(>18 ceufs/femelle/jour, >3 frais en 7 a 8 jours) pendant la phase de pré-exposition, et ces
groupes ont été affectés de fagon aléatoire a 1'un des quatre réplicats pour chacun des
traitements. La phase d’exposition a 1’effluent a comporté deux essais séparés amorcés a 1 jour
d’intervalle. Pour I’essai I, des téte-de-boules ont été exposés a 0 % effluent (eau de référence),
a 100 % effluent + liqueur noire a 0,06 %, et a 100 % effluent + liqueur noire a 0,08 %. Pour
I’essai II, des téte-de-boules ont été exposés a 0 % effluent (référence) et a de I’eau a laquelle
nous avions ajouté de la liqueur noire a 0,06 %. Une description détaillée des conditions d’essai
est donnée au tableau 1.3.2-1.

Durant les deux essais, les poissons ont fait 1’objet d’un suivi en ce qui a trait au nombre de frais,
a la production d’ceufs et a la fertilisation des ceufs. A la fin des essais, aprés avoir anesthésié les
poissons, nous avons pes¢ et mesuré la longueur de chacun (le coefficient de condition ou le
poids/longueur’ ont été calculés). Du plasma a été prélevé par ponction caudale et nous avons
déterminé la teneur en testostérone (males et femelles) et en estradiol (femelles) ainsi que
I’activité de la vitellogénine (males), tel que décrit précédemment (Kovacs et coll., 2007b). Nous
avons excis¢ et pesé les gonades afin de calculer I’indice gonadosomatique (poids des
gonades/poids corporel x 100).
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Essai a court terme avec la truite arc-en-ciel immature

Nous avons utilisé des truites arc-en-ciel immatures lors d’un essai de 7j afin de mesurer en
particulier le niveau de vitellogénine du plasma et 1’activit¢é enzymatique hépatique de
I’ensemble des fonctions oxydasiques (MFO). La vitellogénine est une protéine habituellement
produite uniquement par les femelles matures pendant 1’oogénése. L’activit¢ MFO hépatique est
un marqueur de 1’exposition a des substances produisant une famille d’enzymes servant a la
détoxication. L’activité enzymatique MFO est mesurée sur un substrat artificiel comme activité
éthoxyrésorufin-O-dééthylase (EROD). Les poissons ont été exposés dans des contenants de
40 L durant sept jours, avec des renouvellements quotidiens de la solution d’effluent a une teneur
de 0% (eau de référence), 100 % effluent, 100 % effluent + liqueur noire a 0,06 %, 100 %
effluent + liqueur noire a 0,08 %, et eau + liqueur noire a 0,06 %. Les conditions d’essai sont

montrées au tableau 1.3.2-2.

Tableau 1.3.3-1. Conditions d’essai a court terme avec le téte-de-boule.

Date d’échantillonnage de I’effluent

Phase de pré-exposition
Exposition a I’effluent

Renouvellements du volume
des aquariums

Quantité d’effluent utilisé
Réplicats
Densité de chargement

Alimentation

Paramétres mesurés

pH

Oxygene dissous

Température

26 mai 2009
7]
S]
4/;

5000 L
4 (2 males et 4 femelles dans 12,5 L)
0,24 4 0,37g/L

A volonté : crevettes des salines
(Artemia) fraichement écloses, trois fois
par jour

Production d’ceufs, nombre de frais,
fertilisation des ceufs

Longueur, poids

Males : testostérone et vitellogénine
Femelles : testostérone et estradiol

8,1a8,7
70 a 94 % saturation
24 426 °C
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Tableau 1.3.3-2. Conditions d’essai a court terme avec la truite arc-en-ciel
immature.

Date d’échantillonnage de I’effluent 26 mai 2009

Exposition a I’effluent 7]

Renouvellements du volume 1/

des aquariums

Quantité d’effluent utilisé 1392 L

Réplicats 2 (3 poissons dans 40 L)

Densité de chargement 0,292 0,59 g/L

Alimentation Aucune

Paramétres mesurés Yitellogénine
Ethoxyrésorufin-O-dééthylase

pH 7,9 48,6

Oxygene dissous 75 a 100 % saturation

Température 11a14°C

A la fin de la période d’exposition, les truites ont été anesthésiées et pesées. Des prélévements de
sang ont été faits par ponction caudale, puis groupés et centrifugés a 26 000 g durant 3 minutes.
Le plasma a été prélevé et stocké a — 85 °C jusqu’a I’analyse avec la trousse d’immunoessai
enzymatique (EIA) de la vitellogénine de Biosense Laboratories (Bergen, Norveége). Tous les
¢chantillons ont été soumis a un double essai. Les foies des poissons d’un réplicat ont été
enlevés, rincés et groupés avant leur homogénéisation dans une solution tampon de Tris- KCI a
un pH de 7,4 a 4 °C et leur centrifugation a 10 000 g durant 25 minutes. Les surnageants obtenus
ont été stockés a -85 °C jusqu’a leur analyse pour activité EROD selon la méthode décrite dans
Martel et coll. (1995).

Analyses statistiques

Des analyses statistiques ont été effectuées avec STATGRAPHICS Centurion XV Professional
(StatPoint Inc., Herndon, Virginie) et TOXSTAT version 3.5 (1996, Lincoln Research
Associates, Bisbee, Arizona), d’apres le document d’orientation d’Environnement Canada (2005)
sur les méthodes statistiques pour les essais de toxicité. Au besoin, les données ont fait I’objet
d’une transformation logarithmique afin de correspondre aux hypothéses de normalité et
d’homogénéité. Lorsque les données concordaient avec ces hypothéses, des différences
statistiquement significatives ont été déterminées a 1’aide d’une analyse paramétrique de la
variance (ANOVA) ou de ’essai t sur deux échantillons. Lorsque ’ANOVA a indiqué un effet
significatif associé¢ a 1’effluent, nous avons utilisé¢ I’essai de Dunnett pour déterminer les teneurs
particulicres d’effluents qui présentaient un écart statistiquement significatif par rapport a la
référence. Lorsque les données ne correspondaient pas aux hypothéses de normalité ou
d’homogénéité, nous avons utilisé 1’essai non paramétrique Kruskal-Wallis et ’essai avec deux
¢chantillons Mann-Whitney. Lorsque I’essai Kruskal-Wallis a indiqué un effet important associé
aux effluents, nous avons utilisé 1’essai Many-One Rank de Steel pour déterminer la teneur
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particuliere d’effluent qui avait entrainé une différence statistiquement significative par rapport a
la référence. Toutes les comparaisons statistiques ont été faites a un niveau de signification de
5% (p<0,05). Pour tous les paramétres des essais, 1’aquarium a été I'unité expérimentale de
réplication. Les mesures recueillies des poissons individuels (poids corporel total, longueur,
poids des gonades) ont été analysées a I’aide d’un facteur niché et d’une covariable (poids des
gonades comme covariable du poids corporel et poids des poissons comme covariable de la
longueur). Les données groupées et les moyennes des données (nombre moyen d’ceufs produits
par femelle par jour, nombre de frais (%), taux de fertilisation (%), nombre d’ceufs fertilisés
ayant éclos, stéroides, vitellogénine, EROD) ont été analysés sans nidification ni covariables.

Résultats et discussion
Essai a court terme de reproduction du téte-de-boule adulte

Production d’ceufs et frai : Pour I’essai I, nous avons comparé la réponse des téte-de-boules
exposés a de I’effluent et a de ’effluent auquel nous avions ajouté deux taux de teneur en liqueur
noire. Les teneurs en liqueur noire ont été sélectionnées afin de représenter un déversement
n’ayant pas entrainé de toxicité aigué€, ni de mortalité. Les résultats de ces essais sont montrés au
tableau 1.3.3 — 3. La production d’ceufs, le nombre de frais et la fertilisation des ceufs des
poissons exposés a 100 % effluent n’ont pas été différents des valeurs de référence. Par contre,
I’ajout a D’effluent de liqueur noire a 0,06 % et a 0,08 % a réduit la production d’ceufs a 1 et
2 ceufs/femelle/jour, respectivement. Le nombre moyen de frais pendant ces traitements n’a pas
¢été réduit de fagon importante comparativement aux valeurs de référence. L’effluent n’a pas eu
d’incidence sur le taux de fertilisation lors des traitements ou la production d’ceufs était normale,
mais ne pouvait étre calculée lors d’autres traitements en raison du petit nombre d’ceufs produits.
Globalement, I’essai I a montré que la production d’ceufs était le parameétre le plus sensible, et ce
paramétre a permis de déceler la détérioration de la qualité de I’effluent occasionnée par 1’ajout
de liqueur noire. L’essai a aussi irréfutablement confirmé qu’une perte de liqueur noire pouvait
avoir une influence sur la qualité finale de 1’effluent de I’usine, tel que le suggere la section 1.2.

Pour I’essai II, nous avons examiné 1’effet de la liqueur noire seulement. L ajout de liqueur noire
a 0,06 % a de I’eau seulement a suffi pour virtuellement stopper le frai et la production d’ceufs.
C’était la premiere fois que de la liqueur noire seulement faisait I’objet d’un essai et qu’elle avait
un effet sur la production d’ceufs. Encore cette fois, la liqueur noire a entrainé des effets et la
production d’ceufs était un parametre sensible.
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Tableau 1.3.3-3. Production d’ceufs, nombre de frais et fertilisation des ceufs des téte-de-boules
exposés a de I’effluent d’usine, a de ’effluent en combinaison avec de la liqueur noire, et a de la
liqueur noire seulement. Les résultats sont exprimés comme moyenne (erreur-type).

. Nombre . Taux de fertilisation
Traitement d’ceufs/femelle/jour Nombre de frais des ceufs (%)

Essai |
Référence 19 (4) 3(DH 90 (3,7)
100 % effluent 15(2) 3(0) 99 (0,9)
100 % effluent + %
liqueur noire & 0,06 % 1*(0) 2(0) 1
100 % effluent + «
liqueur noire a 0,08 % ) L) !
Essai Il
Référence 41 (5) 4(1) 92 (2)
liqueur noire a 0,06 %

o ’ 0 (0) 11 (0) 1

dans de I’eau

* ¢cart statistiquement significatif par rapport a la référence, p < 0,05 (ANOVA et essai Dunnett)
+ écart statistiquement significatif par rapport a la référence, p < 0,05 (essai t)
1 nombre insuffisant d’ceufs permettant de calculer la fertilité

Parameétres morphométriques : Dans le programme ESEE, les paramétres morphométriques des
poissons sauvages comme le poids corporel, la longueur du corps, ainsi que le poids du foie et
des gonades, sont utilisés pour établir des différences entre les populations de référence et les
zones touchées par ’effluent. Lors des essais a court terme, les paramétres sont aussi mesurés,
mais, en raison de la trés courte période d’exposition, ils servent plutdt a établir que les poissons
utilisés comme référence et lors des traitements sont comparables. Dans tous les traitements des
essais I et II, le IGS des males et des femelles n’a pas été statistiquement différent des valeurs de
référence (tableau 1.3.3-4). Les parameétres morphologiques des males et des femelles n’ont pas
non plus ét¢ différents quant au poids et a la longueur et au coefficient de condition.

Hormones stéroides et vitellogénine : Le niveau d’hormones stéroides du plasma est utilisé sur le
terrain et lors d’études en laboratoire, afin de comparer 1’état physiologique des poissons pendant
les périodes de maturation sexuelle ou de reproduction. Des études antérieures ont montré que
les effluents d’usine peuvent modifier de tels indicateurs (Hewitt, 2008). La vitellogénine
mesurée chez les males est utilisée comme marqueur d’exposition a des substances
potentiellement oestrogéniques. Pour les essais I et II, le niveau de testostérone et de
vitellogénine du plasma des méles n’a pas été modifi¢ de fagon significative par 100 % effluent,
par 100 % effluent auquel on a ajouté de la liqueur noire, ou par de la liqueur noire ajoutée dans
de I’eau (tableau 1.3.3-5). Chez les femelles, le niveau d’estradiol n’a pas ét¢ modifié¢ chez les
poissons exposés a 100 % effluent, ou a 100 % effluent auquel on a ajouté de la liqueur noire a
0,06 % et 0,08 %, mais il a été réduit de 1,8 fois chez les femelles exposées a de liqueur noire a
0,06 % dans de I’eau. Le niveau de testostérone des femelles n’a pas ét¢ modifié par 100 %
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effluent, par 100 % effluent auquel on a ajouté de la liqueur noire a 0,06 %, ou par de la liqueur
noire a 0,06 % ajoutée dans de 1’eau, mais il était significativement multiplié par 2,7 fois chez les
femelles exposés a 100 % d’effluent auquel on a ajouté de la liqueur noire a 0,08 %. Ces
parametres n’ont fourni aucune réponse associable a la liqueur noire et semblaient étre moins
sensibles que le paramétre de la production d’ceufs lors de ces essais.

Tableau 1.3.3-4. Paramétres morphométriques et indice gonadosomatique des té€te-de-boules exposés a
de I’effluent d’usine, de 1’effluent en combinaison avec de la liqueur noire, et de la liqueur noire
seulement. Les résultats sont exprimés comme moyenne (erreur-type).

Longueur a Poids Coefficient Poids des .
. Indice gonado-
Traitement la fourche corporel de gonades somatique (%)
(mm) (2) condition (mg) 4 ¢
Essai |
Femelles 58 (0,6) 2,5(0,1) 1,3(0,03) 327 (26) 13 (1,0)
Référence
Males 66 (1,0) 4,0 (0,2) 1,4 (0,04) 53 (4,2) 1,3 (0,1)
Femelles 56 (0,7) 2,2 (0,1) 1,3(0,03) 314 (37) 14 (1,2)
100 % effluent
Males 65 (1,1) 3,7 (0,1) 1,4 (0,06) 63 (5,2) 1,7 (0,1)
100 % effluent Femelles 56 (0,9) 2,3(0,1) 1,3(0,02) 317 (24) 14 (1,0)
+ liqueur noire a
0,06 % Males 65 (1,0) 39(0,2)  1,4(0,05) 53 (4,1) 1,4 (0,1)
100 % effluent Femelles 57(0,7) 2,5(0,1) 1,3(0,02) 377 (34) 15 (1,0)
+ liqueur noire a
0,08 % Males 67 (1,4) 4,0(0,2)  1,3(0,04) 64(8,2) 1,6 (0,2)
Essai Il
Femelles 57(0,5) 2,3(0,1) 1,3(0,02) 270 (20) 12 (0,9)
Référence
Males 67 (1,5) 4,2 (0,2) 1,4 (0,03) 37 (2,9) 0,9 (0,1)
) Femelles 54(0,9) 2,2 (0,1) 1,3 (0,05) 309 (32) 14 (1,1)
Eau + liqueur
noire a 0,06 %
Males 67 (0,8) 4,0 (0,2) 1,3(0,03) 41*(5,5) 1,0 (0,1)

* gcart statistiquement significatif avec la référence, p < 0,05 (essai t)
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Tableau 1.3.3-5. Estradiol, testostérone et vitellogénine du plasma de téte-de-boule exposés a de
I’effluent, de I’effluent en combinaison avec de la liqueur noire, et de la liqueur noire seulement.
Résultats exprimés comme moyenne (erreur-type).

Traitement Sexe Estradiol Testostérone Vitellogénine
(pg/ml) (pg/mL) (ng/mL)

Essai |

Référence Males 2230 (654) 177 000 (99 200)
Femelles 14 000 (654) 2080 (418)

100 % effluent Males 2760 (625) 255000 (113 000)
Femelles 11 900 (2650) 2260 (286)

100 % effluent Males 2620 (659) 858 000 (367 000)

+ liqueur noire

40 ?)6 % Femelles 10 600 (1150) 3320 (704)

100 % effluent Males 3880 (1220) 144 000 (118 000)

+ liqueur noire

40 ?)8 % Femelles 11 000 (3270) 5650* (1410)

Essai Il

L Males 2860 (1150) 62200 (11 200)

Référence
Femelles 14 300 (418) 2250 (402)

liqueur noire a Males 2740 (442) 45200 (30 200)

?;06 %dansde o 7840* (1100) 2360 (257)

eau

* Ecart statistiquement significatif par rapport a référence, p< 0,05 (ANOVA et essai Dunnett).

Essai a court terme avec la truite arc-en-ciel immature

Vitellogénine niveaux et activitt EROD : Nous avons utilisé des truites arc-en-ciel immatures
pour mesurer la capacité des effluents a accroitre 1’activité hépatique EROD et le niveau de
vitellogénine dans le plasma. Le niveau de vitellogénine du plasma s’est significativement accru
chez les poissons exposés a 100 % d’effluent, 100 % d’effluent auquel on a ajouté de la liqueur
noire a 0,08 %, et dans de I’eau a laquelle on a ajouté de la liqueur noire a 0,06 %. Toutefois, la
concentration chez les truites exposées a 100 % d’effluent auquel on a ajouté de la liqueur noire
a 0,06 % n’était pas assez élevés pour Etre statistiquement significative (figure 1.3.3-1).
L’activit¢ EROD a été significativement induite dans le foie des truites exposées a 100 %
d’effluent et a 100 % d’effluent auquel on a ajouté de la liqueur noire a 0,06 % et 0,08 %. Bien
que de I’activité¢ EROD ¢élevée a aussi €té observée chez les truites exposés a de I’eau a laquelle
on a ajouté de la liqueur noire a 0,06 %, cette valeur n’était pas statistiquement significative.
(figure 1.3.3-2).
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Figure 1.3.3-1. Niveau de vitellogénine du plasma chez la truite
arc-en-ciel exposée a de Dl’effluent d’usine, a de I’effluent en
combinaison avec de la liqueur noire, et a de la liqueur noire
seulement. * dénote un niveau de signification de 5 % (p<0,05).
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Figure 1.3.3-2. Activit¢ de 1’éthoxyrésorufin-O-dééthylase
hépatique chez la truite arc-en-ciel exposée a de ’effluent d’usine,
a de I’effluent en combinaison avec de la liqueur noire, et a de la
liqueur noire seulement.* dénote un niveau de signification de 5 %
(p<0,05).
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Les essais avec la truite arc-en-ciel ont indiqué que I’effluent de 1’usine a une incidence sur le
niveau de vitellogénine et 1’activité EROD. Toutefois, la réponse a ’EROD est demeurée assez
constante, sans égard a 1’ajout de liqueur noire. La réponse de la vitellogénine a pu mieux faire la
distinction entre une exposition a 100 % effluent et une exposition a 100 % effluent auquel on a
ajouté de la liqueur noire. Par exemple, la réponse de la vitellogénine des poissons exposés a de
I’effluent auquel on avait ajouté de la liqueur noire a 0,08 % était 3,8 fois plus élevée que celle
des truites exposées a de I’effluent seulement. Par contre, I’effluent auquel on a ajouté de la
liqueur noire a 0,06 % n’a pas entrainé d’accroissement statistiquement significatif de 1’activité
de la vitellogénine. En raison de ce manque de cohérence, il peut étre nécessaire de concevoir
d’autres essais avec un plus grand nombre de réplicats et des poissons de plus grande taille. Les
poissons de plus grande taille devraient fournir assez de sang pour permettre de déterminer la
vitellogénine du plasma de poissons individuels de cette espéce. On pourra ainsi améliorer
I’efficacité statistique et ’uniformité des résultats.

Globalement, les réponses de la vitellogénine et d’EROD semblaient plus sensibles que les
parametres observés chez le téte-de-boule. Toutefois, la capacité des essais avec la truite de faire
la distinction entre les différents effluents était inférieure a celle de 1’essai de production d’ceufs
avec le téte-de-boule. Ainsi, sans autres raffinements, de tels essais pourraient étre moins utiles
pour la recherche des causes et des solutions. En outre, les réponses de la vitellogénine et de
I’EROD n’étaient pas directement lices a la production d’ceufs du téte-de-boule, ce qui rendait
difficile 1’utilisation des paramétres de la vitellogénine et de ’EROD comme substituts pour
production d’ceufs.

Résumé et conclusions

e [’essai a court terme avec le téte-de-boule a permis de faire la distinction entre un effluent
n’ayant aucun effet sur la reproduction et le méme effluent auquel on a ajouté de la liqueur
noire et qui inhibe ainsi la reproduction. Ces ¢léments viennent confirmer ce qui a été dit
plus tot (Kovacs et coll.,, 2007) a I’effet que I’essai a court terme permet de faire la
distinction entre des effluents d’efficacité différente. L essai a court terme n’était pas assez
sensible pour déceler des effets interprétables sur les hormones stéroides du plasma, la
vitellogénine ou la taille des gonades.

e Lors de I’essai a court terme, la truite arc-en-ciel exposée a de I’effluent et a un ajout de
liqueur noire a présenté un niveau accru de vitellogénine et d’activit¢ EROD. Toutefois,
pour améliorer 1’efficacité statistique de cet essai, il est recommandé de prélever du plasma
de poissons de plus grande taille afin de pouvoir procéder a une analyse a partir de
spécimens individuels plutdt que d’un échantillon collectif de plasma provenant de plusieurs
poissons.

e L’arrét de la production d’ceufs chez le téte-de-boule entrainé par I’ajout de liqueur noire a
0,06 % ou 0,08 % vient appuyer les observations présentées a la section 1.2 a I’effet que ces
pertes de liqueur noire pendant le fonctionnement de 1’usine pourraient jouer un réle dans
I’inhibition de la production d’ceufs lors des essais a court terme.
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1.3.4 Essais a court et a moyen termes avec le poisson zébre
Introduction

La présente activité visait a évaluer les effets de I’exposition a 100 % effluent de 1’usine
d’Espanola seulement et en combinaison avec de la liqueur noire (0,06 % ou 0,08 %) sur la
reproduction du poisson zebre (Danio rerio). Cette activité comprenait des études portant sur
I’exposition durant 7 jours de poissons adultes afin de déterminer la production d’ceufs, la
grosseur des ovaires, et I’expression génétique sélectionnée du foie et des ovaires. De méme, un
essai a plus long terme (21 jours) a été effectu¢ avec des poissons juvéniles afin de déterminer
les effets de 1’effluent et de la liqueur noire sur le développement des gonades lors de la période
de recrudescence des gonades. Cet essai a évalu¢ taille des gonades et a compris une évaluation
histologique du développement des gonades.

Matériel et méthodes
Essais a court terme avec le poisson zébre adulte

Les poissons zebre adultes sont arrivés de DAP International (Etobicoke, Ontario), puis ils ont
été transféré au Hagen Aqualab de 1I’Université de Guelph, ou ils ont été gardés dans des unités
A-HAB (Aquatic Habitats, Apopka, Floride) a 28 °C, dans une chambre -climatique
(environnementale). Les poissons ont été¢ élevés dans de ’eau de puits recirculée durant une
photopériode de 12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité. Les poissons ont été alimentés
jusqu’a satiété deux fois par jour avec une combinaison de formule commerciale d’alevins de
saumon (Martin Mills, Elmira, Ontario) et de polychétes congelés (Oregon Desert Brine Shrimp
Co., Lakeview, Oregon).

Les essais de frai ont été effectués dans des béchers en verre de 4 L contenant 3,5 L d’eau ou
d’effluent. Chaque bécher logeait 6 femelles et 3 males. La phase de pré-exposition a été de 9
jours, suivie d’une période d’exposition de 7 jours. Ces essais comprenaient un essai de
référence, 100 % d’effluent, 100 % d’effluent + liqueur noire a 0,06 %, 100 % d’effluent +
liqueur noire a 0,08 %, et liqueur noire a 0,06 % seulement. Il y avait six réplicats par traitement.
Le tableau 1.3.4-1 donne une description détaillée des conditions d’essai.

A la fin de I’exposition, les poissons ont fait I’objet d’un surdosage de MS-222 (Sigma,
St. Louis, Missouri) et ont été pesés. La gonade a été excisée et pesée afin de déterminer I’indice
gonadosomatique. Les ovaires ont été congelés immédiatement et rapidement dans de 1’azote
liquide avant le traitement. Une partie des tissus ovariens a été utilisée pour déterminer la teneur
en stéroides. En outre, I’intestin et le foie ont ét¢ disséqués et placés dans un RNAlater. Les foies
ont été par la suite séparés de I’intestin et stockés a -80 °C pour la détermination future de I’ARN
messager (ARNm) de la vitellogénine et du cytochrome, P450 (P450-1al).
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Tableau 1.3.4-1. Conditions d’essai du poisson ze¢bre adultes exposés a I’effluent d’une usine de
pate et a de la liqueur noire.

Dates d’échantillonnage de 25 mai 2009
I’effluent
Phase de pré-exposition Début : 19 mai 2009 durant 9 j
Exposition a I’effluent Début : 28 mai 2009 durant 7 j
Renouvellement du volume des Remplacement complet, statique, une fois par jour
aquariums (3,5 litres)
Quantité d’effluent utilisé 588 L d’effluent
2,94 L de liqueur noire
Réplicats 6 aquariums par traitement (6 femelles et 3 males)
Densité de chargement 0,89 g/L/j £ 0,02
Alimentation Nourris deux fois par jour (granules d’alevins de saumon le

matin et polychétes 1’apres-midi)

Parameétres mesurés Production d’ceufs
Indice gonadosomatique
Expression génétique — follicules vitellogéniques (StAR et
aromatase) et foie (CYP26 1al et vitellogénine)

pH 8,51 +£0,01
Oxygene dissous > 90 % saturation
Température 27,5+0,1 °C

L’extraction de I’ARN, la transcription inverse et la PCR en temps réel ont été effectuées selon
les méthodes décrites par Ings et Van Der Kraak (2006). Les geénes ovariens évalués
comprenaient StAR et P450 arom. Nous avons déterminé 1’expression de la vitellogénine et du
P450-1al du foie. Les amorces utilisées pour la détermination de P450-lal ont été
CTGGACGAAAACTCCAACCTG avant et GATAGTGTCGAAACCGGCTCC inverse (basé
sur le numéro d’accession AY398333.1). Les amorces utilisées pour la vitellogénine ont été
TGCGTGAAGTTGTCATGCTTG avant et GATCTCGTGGATGGGCCTG inverse (basé
sur NM_170767.1).

Pour la détermination des stéroides, des tissus ont été extraits des ovaires avec du méthanol, et
les extractions ont été purifiées dans des mini-colonnes Amprep C-18, conformément aux
méthodes décrites par Lister et Van Der Kraak, 2008. Les quantités de 17B-estradiol et de
testostérone ont ét¢ déterminées lors d’un essai immuno-enzymatique a I’aide de trousses de
Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan), conformément aux méthodes décrites par Lister et
Van Der Kraak, 2008.

Essais @ moyen terme avec le poisson zebre juvénile

Des poissons zeébre juvéniles sont arrivés de DAP International (Etobicoke, Ontario), puis ont été
transférés au Hagen Aqualab de I’Université de Guelph, ou ils ont été¢ gardés dans des unités
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A-HAB (Aquatic Habitats, Apopka, Floride) a 28 °C, dans une chambre climatique
(environnementale). Les poissons ont été élevés dans de I’eau de puits recirculée durant une
photopériode de 12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité. Ils ont été alimentés jusqu’a satiété
deux a trois fois par jour avec une combinaison de formule commerciale d’alevins de saumon
(Martin Mills, Elmira, Ontario) et de polychetes congelés (Oregon Desert Brine Shrimp Co.,
Lakeview, Oregon).

Les essais de croissance ont eu lieu dans des aquariums en verre de 20 L contenant 15 L d’eau ou
effluent. Chaque aquarium logeait 25 individus. La phase de pré-exposition a été de 7 jours,
suivie d’une période d’exposition de 21 jours. Ces essais comprenaient un essai de référence, et
des essais a 100 % d’effluent, 100 % d’effluent + liqueur noire a 0,06 % (WBL), et liqueur noire
a 0,06 % seulement. Le tableau 1.3.4-2. donne une description détaillée des conditions d’essai.

Tableau 1.3.4-2. Conditions d’essai pour le poisson ze¢bre juvénile exposé a de I’effluent d’une
usine de pate et de la liqueur noire.

Dates d’échantillonnage de 25 mai 2009
I’effluent
Phase de pré-exposition Début : 20 mai 2009, durant 7 j
Exposition a I’effluent Début : 28 mai 2009, durant 21 j
Renouvellement du volume des ~ Remplacement complet, statique, tous les 45 j (15 L)
aquariums
Quantité d’effluent utilisé 126 L d’effluent
0,756 L de liqueur noire
Réplicats 25 individus par aquarium de 20 L, 1 aquarium par traitement
Densité de chargement 0,26 g/L/j 0,01
Alimentation Nourris deux fois par jour (granules d’alevins de saumon le
matin et polychétes 1’apres-midi)
Parameétres mesurés Indice gonadosomatique
Histologie
pH 8,57 £ 0,02
Oxygene dissous > 90 % saturation
Température 27,1£0,2 °C

A la fin de I’exposition, les poissons ont fait 1’objet d’un surdosage de MS-222 (Sigma,
St. Louis, Missouri) et ont été¢ pesés. Les gonades ont été excisées et pesées afin de déterminer
I’indice gonadosomatique. Les ovaires ont été fixés dans une solution de formol tamponné
a 10 % et par la suite colorés a I’hématoxyline et a 1’éosine.
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Résultats
Essais a court terme avec le poisson zebre adulte

Nous avons noté une réduction importante de la production d’ceufs chez les poissons exposés a
100 % d’effluent et 100 % d’effluent + liqueur noire a 0,08 %. Nous avons observé une
réduction d’environ 50 % de la production d’ceufs pour les groupes exposés a 100 % d’effluent +
liqueur noire a 0,06 % et a de la liqueur noire a 0,06 % seulement (figure 1.3.4-1). Iln’y a eu
aucun changement a I’indice gonadosomatique (IGS) apres ’exposition a I’effluent + liqueur
noire (données non montrées). Il n’y a eu aucun changement a I’expression ovarienne de StAR et
P450 arom ou de la vitellogénine hépatique (figure 1.3.4-2). Il y a eu une induction significative
de I’expression P450-1al dans les échantillons de foie prélevés des poissons exposés a 100 %
effluent, tandis qu’il n’y a eu aucun changement pour tous les autres traitements (figure 1.3.4-3).

Essais @ moyen terme avec le poisson zebre juvénile

L’exposition a de I’effluent + liqueur noire durant 21 jours n’a eu aucun effet sur le poids

corporel (figure 1.3.4-4) ou I'IGS (figure 1.3.4-5) du poisson zebre juvénile. Aucun changement

¢vident n’a été noté en ce qui a trait au développement des gonades tel que I’a déterminé

I’évaluation histologique.

Conclusions

e [’exposition a I’effluent d’Espanola seulement ou en combinaison avec de la liqueur noire
durant 7 jours a contribué a un déclin important du nombre d’ceufs de frai du poisson zebre

adultes.

e Les réponses des biomarqueurs (expression de StAR et expression génétique de 1’aromatase)
n’ont pas été¢ modifiées par I’exposition a I’effluent.
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Figure 1.3.4-1. Production d’ceufs cumulative (A) des poissons zebre
femelles durant une période de pré-exposition de 9 jours, suivie d’une
période d’exposition de 7 jours a diverses teneurs d’effluent d’une usine
de pate et de liqueur noire. Nombre moyen d’ceufs par femelle par jour (B)
durant 7 jours d’exposition a diverses teneurs en effluent d’une usine de
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Figure 1.3.4-2. Expression d’aromatase et StAR dans les ovaires de poisson z¢bre adultes
apres 7 jours d’exposition a diverses teneurs en effluent d’une usine de pate et de liqueur
noire. L’expression génétique est normalisée a B-actin.
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Figure 1.3.4-3. Expression de P450-1al et de la vitellogénine (femelles) dans les foies
des poissons zebre adultes apres 7 jours d’exposition a diverses teneurs en effluent d’une
usine de pate et liqueur noire. L’expression génétique est normalisée a -actin.
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Figure 1.3.4-5. Indice gonadosomatique des poissons zebre juvéniles apres 21
jours d’exposition a diverses teneurs en effluent d’une usine de pate et liqueur
noire.
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1.3.5 Essai a court terme avec I’épinoche a trois épines

L’essai a court terme portant sur 1’épinoche a trois épines visait a analyser I’exposition aux
androgenes et aux estrogenes lors d’une courte exposition de 5 jours. Pour établir la relation
entre cette exposition et la reproduction, nous avons mesuré un paramétre de reproduction
biochimique, la production in vitro d’hormones stéroides sexuelles des gonades. L’épinoche est
une espéce endémique dans 1’eau d’estuaire et les cours d’eau tributaires des deux cotes du
Canada, et elle est devenue une espéce modele tant pour la toxicologie que 1’écologie.

Méthodes
Collecte et stockage de I’effluent

De I’effluent (1 000 L) a été expédié d’Espanola a Charlottetown, I.P.E. dans les 7 jours (prélevé
le 25 mai, arrivé le 1% juin 2009). De la liqueur noire a été diluée a FPInnovations et expédiée a
I’1.P.E. De la liqueur noire a été stockée a 4 °C jusqu’a ce que nous soyons préts a 1’utiliser, et de
I’effluent d’Espanola a été utilisé 2 jours aprés son arrivée, et conservé a environ 12 °C durant les
2 jours de pré-exposition et les 5 jours d’exposition. De 1’effluent et de la liqueur noire ont été
dilués dans des réservoirs en verre de 50 L toutes les 12 heures aux teneurs appropriées, avec de
I’eau de puits du laboratoire de I’Université de I’fle-du-Prince-Edouard. Des solutions pré-
mélangées ont été pompées a 1’aide d’une pompe péristaltique dans des aquariums de 30 L en
renouvellement continu. Les teneurs pour 1’exposition ont été 100 % d’effluent, liqueur noire a
0,06 %, 100 % d’effluent + liqueur noire a 0,06 %, et 100 % d’effluent + liqueur noire a 0,08 %.
Le débit de I’effluent et de 1’eau de dilution du laboratoire a été de 41 mL/min vers chaque
aquarium, ce qui a permis environ deux renouvellements de la solution par 24 heures.

Poissons et expositions

Des épinoches sexuellement matures (~1 g) ont été capturées dans 1’estuaire de Stanley (Baie de
New London), ile-du-Prince-Edouard, environ deux semaines avant 1’exposition en vue de
I’essai. Les épinoches ont été gardées dans 200 L d’eau de laboratoire, initialement a un degré de
salinité de 15 ppt et a 5 °C. Des renouvellements statiques (30 %) ont été faits avec de 1’eau de
puits fraiche du laboratoire, afin d’amener graduellement 1’épinoche dans de 1’eau fraiche, et la
température a été¢ élevée de 1°C par jour jusqu’a ce qu’elle atteigne 15°C. L’éclairage du
laboratoire a été réglé a 16 heures de clarté et 8 heures d’obscurité par jour. La période de pré-
exposition pour I’acclimatation a ét¢ d’environ 3 semaines. L’exposition a commencé par le
transfert d’épinoches directement dans des aquariums d’exposition a des teneurs pré-mélangées.
Apres 5 jours d’exposition, nous avons sacrifié les épinoches et recueilli des échantillons.
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Tableau 1.3.5-1. Conditions d’essai de 5 jours avec 1’épinoche a trois épines.

Dates d’échantillonnage de 25 mai 2009

I’effluent

Phase de pré-exposition Eau de puits du laboratoire seulement

Exposition a I’effluent 5j - Début : 3 juin 2009

Renouvellement du volume des 2 volumes /j

aquariums

Quantité d’effluent utilisé 1000 L

Réplicats 1 pour chaque teneur en effluent

Densité de chargement 0,6 g/L/jour

Alimentation Polychétes et nourriture en flocons

Paramétres mesurés Longueur, poids, coefficient de condition des adultes
Indice hépato-somatique, indice gonadosomatique des
adultes

Caractéristiques sexuelles secondaires

Males : production de testostérone et de 11-kétotestostérone
par testicule, production d’ARNm de vitellogénine du foie
Femelles : production de testostérone et d’estradiol des
ovaires, production d’ARNm de spiggin dans le rein

pH 752478
Oxygene dissous > 90 % saturation
Température 14,9 a 153 °C

Echantillonnage des poissons et classement des caractéristiques sexuelles

Nous avons rendu les poissons inconscients par un coup sur la téte et séparé la téte du tronc par
décapitation, puis nous avons consigné le poids et la longueur de chaque poisson. Les gonades,
les reins et le foie ont été excisés et pesés. L’épinoche a trois épines a un rein postérieur séparé
qui peut, dans la plupart des cas, étre retiré intact a I’aide de pinces a dissection fines. Nous
avons occasionnellement trouvé des parasites Glugea sp., et exclu complétement les poissons
touchés des analyses subséquentes. Les reins et le foie ont été placés dans une solution RNAlater
de 0,5 mL (Sigma) et stockés a 4 °C jusqu’au lendemain, puis a -20 °C jusqu’au moment de
I’extraction de I’ARN. Nous avons examiné les caractéristiques sexuelles secondaires des
poissons males afin de déterminer la présence ou 1’absence de zones de coloration rouge
caractéristique du male.

RT-PCR et stéroidogénese in vitro

Un groupe nominal de douze males et douze femelles a fait I’objet d’un échantillonnage par
traitement. Les paramétres présentés ici sont la stéroidogénése in vitro, la production d’ARNm
de spiggin du rein postérieur des femelles, et ’abondance d’ARNm de vitellogénine (Vg) du foie
des males. Les modes de détermination de la stéroidogénese et de ’ARNm ont été décrits
précédemment (Hogan et coll. 2008).
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Analyses statistiques

Nous avons vérifié ’homogénéité de la variance des données a ’aide de 1’essai de Levine et
Browne-Forsythe et évalu¢ visuellement la normalité a I’aide de courbes de probabilité normale
classées par catégorie avant I’analyse. Des transformations logarithmiques ont été utilisées si les
données ne concordaient pas avec les hypothéses de I’essai. Les paramétres RT-PCR et les
niveaux de stéroides in vitro ont été soumis a 1’essai avec des analyses de variance (ANOVA)
suivies de I’essai post hoc de Dunnett afin de déceler les différences entre les traitements et les
valeurs de référence. Toutes les statistiques ont été calculées avec STATISTIQUEA v.8.

Résultats et discussion
Males

Il n’y a eu aucune mortalité chez les épinoches males durant I’exposition. Les épinoches males
ont affiché une augmentation spectaculaire et constante (100 % des individus) et un
accroissement remarquable des couleurs au moment de la reproduction, lors de 1’exposition a
toutes les teneurs d’effluent. Aucune coloration de reproduction ne s’est manifestée chez les
males de référence. La période de 1I’année pour 1’exposition est juste avant le pic de la période de
reproduction, et soit la couleur foncée de 1’eau dans les aquariums, soit un signal chimique dans
I’effluent, a semblé avoir provoqué la coloration chez les males. Nous avons aussi noté une
tendance générale a I’accroissement de la production in vitro d’hormones stéroides tant pour la
testostérone que pour la 11-kétotestostérone (figure 1.3.5-1). Toutefois, le seul accroissement
statistiquement significatif a été celui de la testostérone a une teneur de 100 % effluent plus
liqueur noire a 0,08 %. Les épinoches males exposés a 1’effluent plus la liqueur noire a 0,08 %
présentaient un degré significativement élevé d’ARNm de vitellogénine (Vg) du foie (figure
1.3.5-2).

Chez les épinoches males, il semble y avoir eu une légere stimulation de la production
d’hormones stéroides dans les gonades attribuable a 1’effluent et a la liqueur noire. L’exposition
aux estrogenes a aussi été indiquée par I’induction d’ARNm de vitellogénine (Vg), ce qui peut
avoir ¢té 1ié a la stimulation de la production de stéroides lors du méme traitement. Ces résultats
ne correspondaient pas a I’accroissement de la coloration sexuelle qui semblait survenir & un
degré similaire dans tous les traitements avec ’effluent et la liqueur noire.
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Figure 1.3.5-1. Moyenne in vitro de A) la testostérone testiculaire, et B) de la
production de 11-kétotestostérone chez les épinoches males. Les barres d’erreur
indiquent D’erreur-type de la moyenne. L’astérisque indique une différence
significative, p <0,05.
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Figure 1.3.5-2. Production moyenne d’ARNm de vitellogénine hépatique
chez les épinoches males déterminée par RT-PCR. Toutes les valeurs
sont normalisées avec le géne de référence béta-actine. Les barres
d’erreur indiquent 1’erreur-type de la moyenne. L’astérisque indique une
différence significative, p <0,05.

Femelles

Il n’y a eu aucune mortalité¢ chez les épinoches femelles durant 1I’exposition. Comme pour les
épinoches males, il y a aussi eu un accroissement statistiquement significatif de la production de
testostérone des gonades, mais aucun changement significatif n’a ét€ noté en ce qui a trait a la
production in vitro d’estradiol (figure 1.3.5-3). L’ARNm de spiggin ne s’est pas accrue chez les
épinoches femelles, ce qui indique qu’il n’y avait aucune exposition décelable aux androgénes
attribuable a I’exposition a la solution effluent/liqueur noire d’Espanola (figure 1.3.5-3).

En général, la réponse des males et des femelles semble correspondre a I’exposition a de faibles
niveaux d’estrogénes, probablement dérivés de la liqueur noire. Ces résultats vont a I’encontre
d’une récente étude ayant utilisé cette méme technique, ou I’exposition aux androgenes était
signalée par un ARNm de spiggin élevé chez les épinoches femelles (Wartman et coll. 2009). La
faible exposition oestrogénique ou d’autres facteurs chimiques pourraient avoir entrainé
I’accroissement de la production d’hormones stéroides observé tant chez les males que chez les
femelles. Toutefois, il est clair que ces composés de la liqueur noire n’atteindront probablement
pas le milieu récepteur si I’effluent d’Espanola est bien traité. Au moment de I’année ou cet essai
a eu lieu, les épinoches sont prétes & commencer le frai. La réponse des stéroides, ou I’apparition
intéressante et trés rapide de la coloration sexuelle des males, pourrait donc avoir été provoquée
par un certain nombre de facteurs en rapport avec les effluents, dont le plus évident est la couleur
foncée de I’effluent, celle que 1’épinoche semble préférer.
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Figure 1.3.5-3. Moyenne in vitro de A) la testostérone des ovaires, et B) la
production d’estradiol chez les épinoches males. Les barres d’erreur indiquent
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<0,05.
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Figure 1.3.5-4. Production moyenne d’ARNm de la spiggin dans le foie
des épinoches femelles, déterminée par RT-PCR. Toutes les valeurs sont
normalisées au géne de référence béta-actine.
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1.3.6 Essai a court terme avec le choquemort

L’essai a court terme (7 jours) avec le choquemort visait a examiner les effets de 1’effluent sur
une espece estuarienne. Le choquemort, une espéce estuarienne endémique des cotes atlantiques
canadiennes et américaines, avait déja été utilisée pour des études ESEE sur les poissons
sauvages (par ex., Cycles 3 et 4, Lake Utopia Paper, St. George, NB), des études ESEE sur les
cours d’eau artificiels (par ex., Cycle 2, Irving Paper, Saint John, NB) et des études ESEE sur la
recherche des causes (par ex., Cycle 4, Les Pates et Papiers Irving, Saint John, NB). Plusieurs
usines canadiennes étant situées sur la cote, il est important d’évaluer les effets des effluents dans
un milieu salin, parce que les processus physiologiques des poissons peuvent y étre différents.
L’essai biologique a court terme utilisé ici a été normalisé afin de pouvoir I’utiliser avec les deux
contaminants modeéles qui perturbent le systéme endocrinien (MacLatchy et coll., 2003; Sharpe
et coll., 2004), ainsi qu’avec les cours d’eau récepteurs des eaux usées des usines de pate
(Shaughnessy et coll., 2007; Bosker et coll., 2010a, 2010b).

Méthodes
Collecte et stockage de I’effluent de I’usine de Domtar a’Espanola

De I’effluent de 1’usine d’Espanola et de la liqueur noire diluée 10 fois (liqueur noire fournie by
Paprican) ont été expédiés a 1’Aqualab de Hagen, a 1I’Université de Guelph, en mai 2009.
L’effluent a été stocké a I’extérieur jusqu’a ce qu’il soit amené a la température ambiante avant
de I'utiliser. La liqueur noire a été stockée a 4 °C.

Exposition des poissons

Des choquemorts adultes males et femelles (Fundulus heteroclitus) ont été exposés durant
7 jours a divers traitements d’effluent ou a de la liqueur noire, afin de déterminer les effets
potentiels sur le systéme reproducteur endocrinien. Les poissons ont ét¢ acclimatés dans des
aquariums de verre aérés de 20L contenant de 1’eau de puits de I’Aqualab de Hagen, salée avec
du Crystal Sea® jusqu’a environ 16 ppm. Un systéme en continu a été utilisé, dans lequelle les
traitements ont ét¢ pré-mélangés dans de grands réservoirs aérés et pompés continuellement vers
les aquariums a un débit de 1,7L/h, ce qui a permis environ deux renouvellements du volume des
aquariums par 24 h.

Il y a eu 5 traitements pour I’essai: 1) 0% (référence; eau de puits seulement); 2) 100 %
effluent; 3) 100 % effluent contenant de la liqueur noire a 0,06 %; 4) 100 % effluent contenant
de la liqueur noire a 0,08 %; et 5) de la liqueur noire a 0,06 % diluée dans de 1’eau de référence.
La teneur en sels a ét¢é maintenue a environ 16 ppm pour chaque traitement. Il y avait 5
aquariums réplicats pour chaque traitement et chaque aquarium contenait 4 males et 3 a4
femelles. L’exposition a ét¢ menée a la température ambiante (18,0 = 1 °C) avec 16 h de lumiere
et 8 h d’obscurité par jour. D’autres paramétres d’exposition sont montrés au tableau 1.3.6-1. Les
poissons ont été nourris deux fois par jour.

Apres 7 jours d’exposition, les poissons ont ét¢ anesthésiés et du sang a été prélevé de la veine
caudale. Les poissons ont alors été tués par transsection cervicale. La longueur des poissons, le
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poids corporel, et le poids of the gonades et du foie ont été consignés pour chaque poisson en vue
de I’évaluation du facteur de condition (K) et des indices gonadosomatiques (IGS) et hépato-
somatiques (IHS). Du sang a été centrifugé a 5 000 tr/min durant 20 min afin d’en recueillir le
plasma, qui a ét¢ analysé pour les niveaux de stéroides sexuels par dosage radio-immunologique.
Chez les males, le niveau de testostérone du plasma (T), de 11-kétotestostérone (11-KT), et de
17B-estradiol (E2) a été analysé. L’ E2 et la T ont été analysés chez les femelles. La production
de stéroides in vitro (T et 11-KT pour les males, le T et le E2 pour les femelles) ont été évalués
en incubant des tissus gonadiques (20 = 2 mg/puits) dans le Medium 199 durant 18 h. Les
protocoles pour I’exposition des poissons et les analyses des effets sont montrés dans MacLatchy
et coll. (2003, 2005).

Tableau 1.3.6-1. Conditions d’essai pour les choquemorts exposés a I’effluent de
I’usine de pate d’Espanola et a de la liqueur noire durant 7 jours.

Dates d’échantillonnage de 25 mai 2009

I’effluent

Phase de pré-exposition Début : 21 mai 2009, durant 7 j

Exposition a I’effluent Début : 28 mai 2009, durant 7 j

Renouvellements du volume des  Deux volumes/jour (40 L/aquarium/j)

aquariums

Quantité d’effluent utilisé 4200 L d’effluent
44,8 L de liqueur noire diluée 10 fois

Réplicats 5 aquariums par traitement (3 a 4 femelles et
4 males par aquarium)

Densité de chargement 2,39+ 0,22 g/L/j

Alimentation Nourri deux fois par jour (nourriture commerciale
pour truite)

Effets mesurés Indice gonadosomatique
Indice hépato-somatique
Facteur de condition
Plasma T, 11-KT, E2 chez les males
Plasma T, E2 chez les femelles
In vitro T, 11-KT par morceaux de testicules des
males
In vitro T, E2 par morceaux d’ovaires des femelles

pH 8,0 — 8,5 (mesuré dans chaque aquarium chaque
jour)

Oxygéne dissous > 90 % saturation (mesuré dans chaque aquarium
chaque jour)

Température 18,0 £ 1 °C (mesuré dans chaque aquarium chaque
jour)
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Analyses statistiques

L’homogénéité de la variance des données a ét¢ vérifiée a 1’aide du test de Levine avant
I’analyse. Des transformations logarithmiques ont été utilisées si les données ne concordaient pas
avec les critéres de ’essai. Le poids corporel ainsi que les niveaux de plasma et de stéroides in
vitro ont été vérifiés a 1’aide d’analyses de variance (ANOVA) (Kruskal Wallis, si non
paramétriques), suivies d’un test post-hoc (a posteriori) de Tukey (p<0,05). Des analyses de
covariance (ANCOVA) ont été utilisées pour évaluer le poids des gonades et du foie par rapport
au poids corporel, et le poids corporel par rapport a la longueur du corps au cours des traitements
apres vérification de ’homogénéité de la régression (pentes). Les résultats de ’ANCOVA sont
présentés avec les moyennes associées de K, IGS, et IHS. Les données ont été analysées a 1’aide
de PASW (SPSS) v17.0.

Résultats et discussion
Males

Nous avons trouvé que le poids corporel des poissons males était substantiellement moindre dans
la liqueur noire a 0,06 % dans I’effluent, comparativement aux poissons de référence (groupe
0 %) (tableau 1.3.6-2). Toutefois, lorsque la longueur du corps était utilisée comme covariante
dans I’ANCOVA, nous n’avons trouvé aucune différence significative quant au poids corporel
(tableau 1.3.6-2). Le poids des testicules et du foie comme fonction du poids corporel n’était pas
différent de fagon significative d’un traitement a I’autre (ANCOVA; tableau 1.3.6-2).

Le niveau de T produit in vitro chez les poissons exposés a de la liqueur noire a 0,06 %
seulement était substantiellement plus bas que chez le groupe a 100 % effluent (tableau 1.3.6-3).
Il n’y avait aucune différence significative entre le niveau de plasma (tableau 1.3.6-2) ou dans les
stéroides in vitro (tableau 1.3.6-3) des poissons produits par 1’effluent ou la liqueur noire traités,
comparativement au groupe de référence.

Femelles

Nous n’avons trouvé aucune différence significative du poids corporel des femelles (ANOVA)
ou du poids des ovaires ou du foie (comme fonction du poids corporel; ANCOVA) ou de
condition d’un traitement a 1’autre (tableau 1.3.6-2).

Le niveau de plasma de E2 des femelles était significativement moindre chez les poissons
exposés a de la liqueur noire a 0,06 % dans D’effluent, comparativement aux poissons de
référence (0 % groupe) (tableau 1.3.6-2). La production de E2 in vitro par les tissus des ovaires
des poissons exposés a de la liqueur noire a 0,08 % dans I’effluent a diminué¢ de fagon
significative comparativement aux groupes de référence et d’effluent a 100 % (tableau 1.3.6-3).
Nous n’avons noté aucune différence dans les niveaux de plasma T entre les groupes de
référence ou d’un traitement a [’autre, mais le niveau de T était significativement moindre chez
les poissons exposés a de 1’effluent contenant de la liqueur noire a 0,06 %, comparativement au
groupe exposé a la liqueur noire a 0,06 % seulement (tableau 1.3.6-2).
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Tableau 1.3.6-2. Poids corporel (g), facteur de condition (K), indice gonadosomatique (IGS), indice
hépato-somatique (IHS), et niveau de testostérone du plasma (T), de 11-kétotestostérone (11-KT), et de
17B-estradiol (E2) chez les choquemorts males et femelles exposés a I’effluent d’Espanola avec ou sans
ajout de liqueur noire, durant 7 jours (18 mai au 4 juin 2009). Toutes les valeurs sont des Moyenne +
S.E.M. Les valeurs présentant des lettres différentes sont différentes de facon significative (p<0,05; test
de Tukey). Il y avait 5 réplicats par traitement et chaque aquarium contenait 4 males et 3 a 4 femelles.

Traitement Poids K IGS IHS T 11-KT E2
(g) (%) (%) (%)  (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Males
0% 7,49 1,12 2,36 4,10 3,87 1,39 4,64
(0,23)  (0,026) (0,19) (0,25) (0,50) (0,33) (0,79)
100 % effluent 5,24 1,06 1,86 4,072 4,24 2,12 5,42
(0,76)  (0,007) (0,24) (0,28) (1,41) (0,50) (1,26)
0,06 % liqueur noire 5,56 1,06 2,40 4,04 3,75 1,34 4,96
(0,68)  (0,015) (0,11) (0,37) (0,85) (0,39) (0,97)
0,06 % liqueur noire dans 4,57 b 1,03 2,36 3,86 4,04 1,53 4,44
Peffluent (0,30)  (0,008) (0,30) (0,20) (1,08) (0,25) (0,97)
0,08 % liqueur noire dans 6,11 ab 1,12 2,04 3,53 3,90 0,93 3,94
Peffluent (0,60) (0,017)  (0,071)  (0,19) (1,24) (0,13) (0,96)
Femelles
0 % 8,32 1,12 4,81 4,22 2,99 8,397
(0,93)  (0,022) (0,59) (0,48) (0,60) (1,79)
100 % effluent 6,342 1,06 3,93 4,676 2,647 4,56%
(0,49)  (0,033) (0,37) (0,52) (0,51) (0,90)
0,06 % liqueur noire 6,30 1,06 3,60 4,26 3,79 6,83 %
(0,81)  (0,032) (0,49) (0,63) (0,91) (0,74)
0,06 % liqueur noire dans 7,33 1,10 3,95 4,68 1,29° 3,25 b
Peffluent (0,84)  (0,028) (0,66) (0,42) (0,36) (0,86)
0,08 % liqueur noire dans 7,642 1,07 4,34 3,96 1,61 4,97%
Peffluent (0,33)  (0,031) (0,60) (0,26) (0,27) (0,88)
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Tableau 1.3.6-3. Niveaux de testostérone (T), de 11-kétotestostérone (11-KT), et de
17B-estradiol (E2) (pg/mL) produits par les tissus gonadiques in vitro des
choquemorts males et femelles exposés a 1’effluent d’Espanola avec ou sans ajout de
liqueur noire, durant 7 jours (28 mai au 4 juin 2009). Toutes les valeurs sont Moyenne
+ S.E.M. Les valeurs avec des lettres différentes sont substanticllement différentes
(p<0,05; test de Tukey). Il y avait 5 aquariums réplicats par traitement; chaque
aquarium contenant 4 males et 3 a 4 femelles.

Traitement T 11-KT E2
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Méales
0% 147 155
(9,44) (10,7)
100 % effluent 197° 260
(23,7) (44.2)
0,06 % liqueur noire 134° 157
(9,35) (12,2)
0,06 % liqueur noire dans 142 194
I’effluent (11,9) (32,6)
0,08 % liqueur noire dans 165 236
I’effluent (7,86) (60,5)
Femelles
0 % 162 444°
(8,83) (34,7)
100 % effluent 190 376°
(24.2) (48,9)
0,06 % liqueur noire 153 331
(19,0) (24,7)
0,06 % liqueur noire dans 152 322%
I’effluent (11,9) (28,3)
0,08 % liqueur noire dans 133 218°
I’effluent (11,5) (20,2)
Conclusions

Les effets de I’effluent (avec ou sans ajout de liqueur noire) €étaient limités quant aux parametres
du corps des choquemorts ou a I’état du systéme reproducteur endocrinien. Il semblerait que la
liqueur noire pourrait (seule ou combinée a de I’effluent) occasionner des changements du
systéme reproducteur endocrinien, principalement chez les choquemorts femelles. Toutefois, on
devra poursuivre la recherche afin de confirmer cette hypothése et d’établir s’il existe une
association qui corresponde a cette situation.
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1.3.7 Chimie de I’effluent

Les déterminations des paramétres de la chimie de I’effluent visent a fournir une indication de la
qualité de I’effluent pendant les études sur la recherche des causes études du Cycle 5. Ces
déterminations pourraient alors faciliter I’interprétation des résultats des essais biologiques des
divers laboratoires effectués a différentes périodes.

A des fins de surveillance de la qualité de I’effluent, des échantillons ont été récoltés a 1’usine
d’Espanola directement des conteneurs d’expédition utilisées pour les essais de croissance
gonadique de téte-de-boule effectués sur une période de 3 semaines du 19 aolit au 4 septembre
2008. Durant les études des périodes de perturbation de 1’usine, nous avons prélevé des
¢chantillons directement dans les aquariums d’exposition des poissons (essai portant sur la
croissance gonadique des téte-de-boules juvéniles) chaque semaine du 5 au 26 juin 2009, Les
détails schématiques des échantillons prélevés et des analyses effectuées sont montrés a la
figure 1.3.7-1.

Echantillon de
I'effluent

——

CID/DCO | Polyphénols | | MES, DBO | Archives
Conductivité Estrogénes
Na Androgénes
K
Cl
Couleur
Total des métaux (28)
Nutriments
Acides résiniques (11)
Stérols des plantes (4)

Figure 1.3.7-1. Schéma de 1’échantillonnage des effluents de
I’usine d’Espanola.

Nous avons procédé a la détermination du carbone inorganique dissous (CID) et du carbone
organique dissous (COD), des principaux ions (Na, K, CI), de la couleur, de la teneur totale en
métaux, des nutriments, des acides résiniques et des stérols des plantes, conformément aux
protocoles au Laboratoire national des essais environnementaux d’Environnement Canada a
Burlington (Ontario) (Laboratoire national des essais environnementaux, 2007). Des analyses du
total des matieres en suspension (MES) et de la demande biochimique en oxygene (DBO) des
maticres carbonées ont été effectuées par le Centre technique des eaux usées d’Environnement
Canada, conformément aux protocoles établis (Méthode INW3 - Détermination de la demande
biochimique en oxygene dans 1’eau et Méthode 2540D - Total des maticres en suspension).

L’analyse des polyphénols a été effectuée selon la Méthode 8193 de Hach pour le tanins et la
lignine par la Northwest Aquatic Biology Facility du National Council for Air and Stream
Improvement Inc. a Ancartes, WA. La méthode comprend la réaction des groupes hydroxy
aromatiques de lignine avec le réactif phénolique Folin, et le terme « polyphénols » est donc
utilisé pour décrire la matiére quantifiée.
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Résultats

Aux fins de la présente section du rapport, EFF+0.06 % LN est de I’effluent a 100 % auquel on a
ajouté de la liqueur noire a 0,06 % (vol/vol) De fagon similaire, EFF+0.08 % est de 1’effluent
auquel on a ajouté de la liqueur noire a 0,08 % (vol/vol) et CON+0.06 % LN est de I’eau de
référence a laquelle on a ajouté de la liqueur noire a 0,06 % (vol/vol).

Les parametres de 1’effluent de base sont fournis ci-dessous pour les deux effluents d’Espanola
¢tudiés (tableau 1.3.7-1). En général, dans les échantillons d’effluent de 2008 et 2009, tous les
parametres mesurés ¢étaient trés similaires. Parmi les traitements de 1’étude de 2009, 1’eau de
référence additionnée de liqueur noire était différente des autres traitements portant sur 1’effluent
et I’eau de référence méme.

Tableau 1.3.7-1: Résumé des parametres physiques mesurés des effluents de Domtar a Espanola et des traitements
connexes en 2008 et 2009.

2008 2009
Paramétre o EFF+ EFF+0.08 % CON+0.06 %
EFFLUENT | REFERENCE | EFFLUENT 0.06 % LN LN LN
Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD
NHj; (mg/L) 2,8 0,70 0,2 0,26 0,9 1,10 1,2 0,87 1,9 0,92 0,1 0,05

Conductivité 1602, 71,94 | 3458 17,11 | 1755, 158,64 | 18225 151,30 | 1910,0 229,64 | 421,8 12,04
(uS/cm) 0 0

pH 82 0,11 | 81 0,09 | 83 0,04 8.2 0,06 8,3 016 | 80 006
Alcalinité 4050 894 | 832 329 | 3345 759 | 3493 427 | 3535 9,00 | 955 2,05
Cl (mg/L) 1382 325 | 299 3,12 | 1538 457 | 1655 500 | 1695 551 | 40,5 344
SO, (mg/L) 2254 3144 | 356 141 | 3058 74,13 | 3120 7197 | 3445 9987 | 429 1,97

Couleur (CU) | 649.8 9799 | 1,0 046 | 4435 22991 | 6748 32,72 | 7115 2645 | 2077 220,87
COD (mg/L) 884 6,10 | 1,5 025 | 738 741 86,6 7,97 88,6 791 | 12,7 281

CID (mg/L) 90,0 3,19 | 197 0,78 | 73,0 2,09 79,0 131 80,5 0,63 | 228 049
Ca (mg/L) 598 3,05 | 356 0,64 | 490 3,77 48.8 330 | 488 485 | 359 088
Mg (mg/L) 71 007 | 90 022 | 66 0,55 6,6 0,58 6,5 0,70 | 9,1 0,16
Na (mg/L) 2804 34,06 | 168 1,52 | 3273 41,55 | 3285 34,558 | 3683 52,70 | 345 1,20
K (mg/L) 153 0,78 | 18 013 | 227 652 25,1 643 | 282 901 38 0,18
NO, (mg/L) 01 001 | 03 033 | 04 0,53 0,3 0,30 0,6 1,14 | 00 0,01

La plus grande partie de la série de métaux quantifiés a présenté peu de différences durant toute
la période d’essai des échantillons de I’effluent d’Espanola. Le tableau 1.3.7-2 indique la teneur
en métaux quantifiés de <10 pg/L. Toutes les déterminations de 2009 ont été effectuées sur des
¢chantillons prélevés des aquariums d’exposition.
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Tableau 1.3.7-2. Teneur en métaux de <10 pg/L décelée dans les effluents de Domtar a Espanola.

2008 2009
Métal EFFLUENT REFERENCE EFFLUENT EFF+0.06 % EFF+0.08 % CON+0.06 %
LN LN LN

Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD Moy. SD
Argent 0,04 0,03 0,00 0,00 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,00 0,00
Arsenic 0,88 0,08 1,04 0,52 0,83 0,09 0,95 0,18 1,14 0,48 0,77 0,12
Arsenic 0,88 0,08 1,04 0,52 0,83 0,09 0,95 0,18 1,14 0,48 0,77 0,12
Béryllium 0,02 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,03 0,01 0,03 0,01 0,00 0,00
Bismuth 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00
Cadmium 1,04 0,13 0,01 0,00 1,05 0,17 1,14 0,16 1,18 0,22 0,03 0,01
Cobalt 0,55 0,11 0,05 0,01 0,60 0,05 0,63 0,17 0,58 0,18 0,08 0,02
Chrome 3,10 0,30 0,27 0,05 2,96 0,30 3,05 0,23 2,99 0,24 0,29 0,06
Cuivre 3,92 1,01 1,34 1,01 4,53 1,16 5,07 1,13 6,27 2,29 3,93 6,37
Gallium 0,27 0,03 0,18 0,01 0,30 0,03 0,33 0,02 0,32 0,02 0,18 0,02
Lanthane 0,87 0,26 0,01 0,00 0,94 0,07 1,07 0,14 0,95 0,20 0,03 0,01
Lithium 7,45 5,92 2,46 0,18 8,14 4,59 8,28 4,35 8,62 4,25 2,60 0,14
Molybdene 0,87 0,42 1,73 0,17 1,61 0,51 1,20 0,64 1,03 0,77 1,48 0,38
Plomb 1,29 0,24 0,10 0,06 1,55 0,36 1,80 0,25 1,83 0,20 0,18 0,10
Antimoine 0,07 0,03 0,16 0,01 0,12 0,03 0,09 0,02 0,10 0,04 0,14 0,04
Sélénium 0,26 0,05 0,35 0,15 0,31 0,09 0,35 0,10 0,38 0,17 0,27 0,10
Thallium 0,03 0,01 0,02 0,02 0,05 0,02 0,05 0,02 0,05 0,01 0,02 0,01

Uranium 0,37 0,13 0,05 0,02 0,39 0,09 0,38 0,09 0,38 0,10 0,06 0,02

Nous avons procédé a la détermination d’autres métaux dont la teneur était plus élevée, et ces
résultats apparaissent a la figure 1.3.7-2. Il est intéressant de noter que les teneurs de tous les
métaux étaient constantes entre les périodes d’échantillonnage de 2008 et 2009. La teneur en
métal était aussi constante entre les traitements en 2009, a I’exception de la liqueur noire ajoutée
a l’eau de référence, ce qui démontre que la teneur en métal associé a la liqueur noire était
négligeable. Cela suggére aussi que les produits chimiques dans la liqueur noire qui ont une
incidence sur la reproduction des poissons sont organiques, et non métalliques.

La tendance générale d’une année a I’autre en ce qui a trait aux similarités de 1’effluent et la
distinction de I’eau de référence additionnée de liqueur noire était aussi constante en ce qui a trait
aux données sur la DBO et le MES (figure 1.3.7-3), ainsi qu’a la teneur en polyphénols
(figure 1.3.7-4).
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Figure 1.3.7-2. Teneur en métaux de >10 pg/L des échantillons des effluents de Domtar a
Espanola et des traitements associés.
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Figure 1.3.7-3. Moyennes mensuelles du total des mati¢res en
suspension et de la demande biochimique en oxygene des
¢chantillons hebdomadaires des effluents de Domtar a Espanola et
des traitements associés selon les études de 2008 et 2009. Les
limites de détection moyennes étaient de 2,48 mg/L (DBO) et
de 4,22 mg/L (MES).
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Figure 1.3.7-4. Moyennes mensuelles de la teneur en polyphénols
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Espanola et des traitements associés selon les ¢tudes de 2008 et
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2. Evaluation des effets sur la reproduction des poissons exposés a un
effluent d’usine de pate semi-chimique au sulfite neutre (NSSC)

Cette activité visait a évaluer ’applicabilité d’essais a court terme pour des travaux de recherche
des causes et des solutions visant a éliminer ou a réduire les effets sur la reproduction des
poissons associés aux effluents d’usine. Pour les essais, les poissons ont été exposés a un
¢chantillon d’effluent traité de 1’usine de pate semi-chimique au sulfite neutre (NSSC) de Lake
Utopia Paper a St.George (Nouveau Brunswick), qui avait causé une diminution de la taille des
gonades de choquemorts males (Fundulus heteroclitus) pendant le Cycle 4 de I’étude
réglementaire de suivi des effets sur I’environnement (ESEE).

2.1  Essai a moyen terme avec des téte-de-boules

Lors de cet essai a moyen terme, des téte-de-boules juvéniles sont exposés a de I’effluent durant
30 jours ou plus. On ¢était d’avis que I’exposition prolongée durant la phase de maturation
pouvait permettre de capturer les effets de I’effluent sur la croissance gonadique. Cet essai
permet aussi déterminer la capacité de reproduction, si les poissons sont agés de plus de 90 jours
au début de I’exposition. Les résultats portent sur la croissance, I'IHS, I’IGS, le développement
des caractéristiques sexuelles secondaires, et les périodes de frai, ainsi que sur les indicateurs
biochimiques. L’essai dure environ un mois.

L’essai avec I’effluent de Lake Utopia Paper a commencé le 3 octobre 2009, avec des poissons
agés de 105 £ 3 jours (jours apreés I’éclosion) et s’est terminé du 2 au 4 novembre 2009, aprés
30-32 jours d’exposition a I’effluent de Lake Utopia Paper (0 % a 100 %).

Méthodes
Collecte et stockage de I’effluent

De Deffluent (2000 L) a été expédié chaque semaine de Lake Utopia Paper a Burlington
(Ontario). Le transport a pris de 3 a 4 jours mais a une occasion un échantillon a pris 7 jours de
transport. L’effluent a été stocké a 4 °C jusqu’au moment de son utilisation. L’effluent est passé
par un diluteur qui le mélangeait avec de I’eau du laboratoire de Burlington. Les débits ont été
vérifiés et rajustés chaque jour. Les teneurs en effluent lors des expositions étaient de 0 %, 1 %,
3 %, 10 %, 30 % et 100 %. Nous avons procédé a 4 réplicats de chaque concentrations d’effluent
et 8 réplicats des aquariums de contrdle (eau de laboratoire). Le débit de I’eau de dilution du
laboratoire et de 1’effluent était de 25 mL/min pour chaque aquarium de 12 L, ce qui a permis de
renouveler la solution 3 fois par 24 h.

Expositions des poissons
Les expositions ont commencé avec des téte-de-boules dgés de 105 jours (+ 3 jours) qui avaient
éclos et s’étaient développés dans 1’eau du laboratoire de Burlington. Une description détaillée

des méthodes et des soins donnés aux poissons se retrouve dans Parrott et Blunt (2005) et Parrott
et Bennie (2009), sauf qu‘a mesure que les poissons devenaient adultes et qu’il était possible de
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déterminer leur sexe selon des parameétres externes, des femelles et des males ont été retirés et
¢levés dans des aquariums séparés. Les poissons ¢€taient adultes au début de I’essai, et nous
avons donc ajouté 3 males et 4 femelles a chaque aquarium. Des supports de reproduction ont été
ajoutés (3 par aquarium) et la reproduction a commencé immédiatement dans plusieurs
aquariums.

Echantillonnage des poissons et classement des caractéristiques sexuelles

Apreés 30-33 jours d’exposition, les poissons ont fait ’objet d’un échantillonnage tel que le
décrivent Parrott et Blunt (2005), avec les exceptions suivantes.

Les caractéristiques sexuelles secondaires des poissons males ont été déterminées en fonction des
parametres suivants : point sur la nageoire dorsale, classé comme absent (0 point) ou présent
(1 point), et bourrelet dorsal, classé selon une échelle de 0 (aucun bourrelet) a 5 (bourrelet bien
développé). Nous avons compté les organes perliformes sous un microscope a dissection, et noté
le nombre de gros tubercules. Les bandes ont été évaluées sur une échelle de 0 (aucune bande)
a5 (bandes tres foncées). Les poissons avec une téte noire et aucune bande ont regu une note
de 1 a 3 pour les bandes. L’indice male a été calculé comme la somme des points notés sur les
nageoires + le bourrelet dorsal + (tubercules + 2 x les gros tubercules)/10 + la note pour les
bandes.

Pour les poissons femelles, nous avons mesuré la longueur et la largeur de 1’ovipositeur sous un
microscope a dissection, et calculé I’aire de la zone triangulaire de 1’ovipositeur comme longueur
x largeur / 2. Le sexe de tous les poissons a pu étre déterminé d’apres leurs caractéristiques
sexuelles secondaires.

Analyses statistiques

Nous avons analysé les données a 1’aide de Systat 11. Nous avons évalué les paramétres de
croissance de la longueur (mm), du poids (g), du coefficient de condition (CC), de I'THS, de
I’IGS, de la zone de 1’ovipositeur (mmz), et de I’indice male, a la recherche de différences entre
les traitements a I’aide d’ANOVA. Nous avons évalué les différences significatives des controles
a l’aide de deux tests t échantillons (valeurs p de Bonferroni rajustées, variances séparées) afin
de déterminer les niveaux de signification. Les valeurs p ont été décrites dans les figures et les
tables avec des astérisques : * p <0,05.

Résultats et discussion
Quialité de I’'eau

La température a été constante dans les aquariums d’exposition, mais I’oxygene dissous, le pH et
la conductivité ont varié selon le traitement de 1’effluent (tableau 2.1-1b)
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Tableau 2.1-1. Conditions d’essai pour un essai de 30 jours avec des téte-de-boules.

Dates d’échantillonnage de
I’effluent

Chaque semaine, 28 septembre au 26 octobre 2009

Phase de pré-exposition Les poissons du laboratoire étaient agés de 105 (£ 3) jours au

début de 1’essai

Exposition a I’effluent 30-33j

Renouvellement des bacs (fois
par jour)

3 volumes par j

Quantité d’effluent utilisé 10 000 L (5 semaines)

Réplicats 8 pour le contréle, 4 pour chaque concentration d’effluent
Densité de chargement 0,5 g/Ljj
Alimentation Quotidienne - bouillie congelée (et décongelée) de crevettes

des salines

Effets mesurés Longueur, poids, coefficient de condition de 1’indice hépato-
somatique des adultes, indice gonadosomatique des adultes
Caractéristiques sexuelles secondaires

Production d’ceufs, nombre de frais

Fertilisation des ceufs, éclosion des ceufs
pH 7,8 a 8,4 (tableau 2.1-1b)
8,0 2 5,1 mg/L (tableau 2.1-1b)
22,5a22,9 °C (tableau 2.1-1b)

Oxygene dissous

Température

Tableau 2.1-1b. Température moyenne (+ écart-type) (°C), oxygeéne dissous (mg/L), pH, et conductivité
(uS/cm) dans I’eau de contrdle et I’effluent de Lake Utopia Paper (1 % a 100 %).

Oxygene dissous Conductivité
Traitement Température (°C) (mg/L) pH (nS/em)
0 22,8 +£0,39 7,97 £0,37 7,77 £ 0,089 333+6,3
1% 22,9 +0,42 8,04 £0,32 7,81 +£0,18 340 £8,5
3% 22,9 +0,39 7,80 £ 0,45 7,84 +0,10 374 +£8,9
10 % 22,8 +£0,32 7,46 £ 0,63 7,91 +£0,15 451+19
30 % 22,7+0,33 6,39+ 14 8,02 +0,30 751 +£53
100 % 22,5+0,34 5,12+ 1,6 8,42+ 0,16 1739+177
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Maturation des poissons et caractéristiques sexuelles

A la fin des 30-33 jours d’exposition, tous les poissons étaient adultes (soit 135 jours aprés
I’éclosion). Tous les 75 poissons males avaient des points sur la nageoire dorsale et 74 avaient un
bourrelet dorsal, 71 poissons avaient des tubercules, et 62 poissons males avaient des bandes ou
la téte foncée. L’indice male a donc été calculé pour tous les groupes, et allait de 7 a 9 (tableau
2.1-2), ce qui était normal pour les téte-de-boules males, et correspondait bien aux indices males
des essais précédents (7,1 a 7,8 pour 140 a 143 jours apres 1’éclosion des poissons, Parrott et
Bennie, (2009)). L’aire de la zone triangulaire de I’ovipositeur des femelles était normale, et
allait de 1,1 a 1,4 mm™ Il n’y a eu aucune occurrence de caractéristiques sexuelles males chez les
poissons femelles, ni de caractéristiques sexuelles femelles chez les poissons males (tel qu’on
I’avait déja noté aprés une exposition aux effluents d’une usine de pate (Parrott et coll., 2004).
Parce que ces téte-de-boules étaient sexuellement matures au début de ’essai, la reproduction a
commenc¢ immédiatement dans la plupart des aquariums.

Production d’ceufs

La production d’ceufs a diminué en réponse aux doses d’exposition a I’effluent de Lake Utopia
Paper. Les poissons exposés a un effluent a 100 % n’ont pondu aucun ceuf, et les poissons
exposés a un effluent a 30 % durant 30 jours n’ont pondu que 5 % des ceufs pondus par les
poissons de référence. L’exposition a un effluent a 10 % a donné lieu a une production de 60 %
des ceufs de référence, mais cela n’a pas été significatif (p=0,087) pour le total des ceufs et des
ceufs par femelle (figure 2.2-1). Le nombre d’ceufs pondus par aquarium a diminué a 10, 30 et
100 %, et I’effluent a 10 % a substantiellement réduit le nombre de pontes (p = 0,044), de 20
dans les aquariums de référence a 15 (figure 2,1-2). La plupart des traitements ont produit des
ceufs dans les 4 premiers jours de 1’exposition, a I’exception des poissons exposés a de I’effluent
a 30 %, lesquels n’ont produit aucun ceuf avant 20 jours durant la période d’exposition, et de
ceux exposés a de I’effluent a 100 %, lesquels n’ont produit aucun ceuf.

5,000 |:| Oeufs par aquarium
4.000 T [ Oeufs par femelle
T
3,000 J- 4 p=0.087
200 I/\
1100077 - et ]: 1 - ¥
P = -
% * *
[ * Pas d’oeufs
0 1 3 10 30 100

Concentration déffluent (%)

Figure 2.1-1. Nombre moyen (£ écart-type) d’ceufs par aquarium et
nombre d’ceufs par femelle pour les téte-de-boule exposés a 1’eau du
laboratoire (0 %) ou a I’effluent de Lake Utopia Paper (1 a 100 %).
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Figure 2.1-2. Nombre moyen (+ écart-type) de pontes par aquarium et
nombre de pontes par femelle pour les téte-de-boule exposés a I’eau du
laboratoire (0 %) ou a I’effluent de Lake Utopia Paper (1 a 100 %).

Croissance des poissons

L’exposition a des effluents de 30 % et de 100 % de Lake Utopia Paper a accentué la croissance
des poissons femelles. La condition a augmenté chez les femelles avec 1’exposition a 1’effluent a
30 % (p=0,017) et a effluent a 100 % (p = 0,41).

La croissance des gonades et du foie a aussi augmenté lors d’une grande exposition aux
effluents. L’IGS s’est substantiellement accru chez les téte-de-boules males exposés aux
effluents a 30 % et a 100 % (p = 0,49 et p<0,001, respectivement). L’IHS des femelles a
substantiellement grossi avec 1’exposition a un effluent a 30 % (p=0,011), mais il a diminué
substantiellement avec I’exposition a un effluent a 100 % (p = 0,014), probablement en raison de
la toxicité de I’effluent a 100 %. L’indice gonadosomatique s’est accru chez les femelles
exposées a un effluent a 30 % (p = 0,004).

Conclusions

e L’exposition a de I’effluent (30 et 100 %) de Lake Utopia Paper a accentué la croissance des
poissons.

e L’exposition a de I’effluent (30 % et 100 %) a accru I’'IGS.

e L’IHS s’est accru chez les femelles exposées a 1’effluent a 30 %

e La production d’ceufs a diminué lors de 1’exposition a un effluent a 10 %, 30 % et 100 % de
concentration

e Lareproduction a diminué sans réduction de la croissance gonadique

e L’essai de 30 jours avec des téte-de-boules pendant la période juvénile a adulte a permis de
constater une 1égére augmentation de la croissance, et a réduit la capacité de reproduction.
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2.2  Essai a court terme avec le téte-de-boule et la truite arc-en-ciel

La présente activité visait a évaluer 1’applicabilité d’essais a court terme (<7 j) avec le téte-de-
boule (Pimephales promelas) et la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) pour des travaux de
recherche des causes et des solutions visant a éliminer ou a réduire les effets sur la reproduction
des poissons associés aux effluents d’usine. Pour les essais, les poissons ont été exposés a un
échantillon d’effluent traité d’une usine de pate semi-chimique au sulfite neutre (NSSC) qui avait
modifié la taille des gonades de choquemorts males (Fundulus heteroclitus) pendant le Cycle 4
de I’étude réglementaire de suivi des effets sur I’environnement (ESEE).

Méthodes
Essai avec le téte-de-boule adulte

Nous avons utilisé des téte-de-boules adultes (dgés de 9 mois). Les poissons ont été séparés par
sexe et ¢levés dans de I’eau de puits du laboratoire (aussi utilisée pour diluer les effluents), tel
que le décrivent Kovacs et coll. (2007b). L’essai a court terme (pré-exposition de sept jours et
exposition de cing jours a I’effluent) est adapté d’un essai élaboré par Ankley et coll. (2001), et il
a déja été utilis¢é chez FPInnovations lors de travaux antérieurs avec des effluents d’usine
(Kovacs et coll., 2007b). Durant la phase de pré-exposition, les poissons ont été répartis en
groupes de deux males et quatre femelles dans chaque aquarium contenant deux substrats pour le
frai. Nous avons commencé les essais en sélectionnant des groupes de poissons bons
reproducteurs (>18 ceufs/femelle/jour, >3 frais en 7 jours) pendant la phase de pré-exposition, et
ces groupes ont été affectés de facon aléatoire a 1’un des quatre réplicats pour chacun des
traitements (0 %, 1 %, 10 % 30 % et 100 % effluent). Une description détaillée des conditions
d’essai est donnée au tableau 2.2-1.

Les poissons ont fait 1’objet d’un suivi en ce qui a trait au nombre de frais, a la production
d’ceufs et & la fertilisation des ceufs. A la fin des essais, nous avons pesé et mesuré la longueur de
chaque poisson (le coefficient de condition ou le poids/longueur® ont été calculés). A la fin de
I’exposition, les poissons ont été anesthésiés et du plasma a été prélevé par ponction caudale.
Nous avons déterminé la teneur en testostérone (males et femelles) et en estradiol (femelles)
ainsi que l’activité¢ de la vitellogénine (males), tel que décrit précédemment (Kovacs et coll.,
2007a). Nous avons excis¢ et pesé les gonades afin de calculer 1’indice gonadosomatique (poids
des gonades/poids corporel x 100).

Essai avec la truite arc-en-ciel immature

Nous avons utilis¢ des truites immatures lors d’un essai de 7 afin de mesurer le niveau de
vitellogénine (Vg) du plasma et I’activité enzymatique hépatique de 1’ensemble des fonctions
oxydasiques (MFO). La vitellogénine est une protéine habituellement produite uniquement par
les femelles matures pendant I’oogénése. L’activit¢é MFO hépatique est un marqueur de
I’exposition a des substances produisant une famille d’enzymes servant a la détoxication.
L’activité enzymatique MFO est mesurée sur un substrat artificiel comme activité de I’enzyme
métabolisante éthoxyrésorufin-O-déséthylase (EROD). Les poissons ont été exposés dans des
contenants de 40 L durant sept jours, avec des renouvellements quotidiens de la solution
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d’effluent a une teneur de 0 %, 1 %, 10 % 30 % et 100 % effluent. Les conditions d’essai sont
montrées au tableau 2.2-2.

A la fin de la période d’exposition, les truites ont été anesthésiées et pesées. Des prélévements de
sang ont été faits par ponction caudale, puis groupés et centrifugés a 26 000 g durant 3 minutes.
Le plasma a été prélevé et stocké a -85 °C jusqu’a 1’analyse avec la trousse d’immunoessai
enzymatique (EIA) de la vitellogénine de Biosense Laboratories (Bergen, Norveége). Tous les
¢chantillons ont été soumis a un double essai. Les foies ont été enlevés, rincés et homogénéisés
dans une solution tampon de Tris KCl a un pH de 7,4 a 4 °C et centrifugés a 10 000 g durant 25
minutes. Les surnageants obtenus ont été stockés a -8 °C jusqu’a leur analyse pour activité
EROD selon la méthode décrite dans Martel et coll. (1995).

Analyses statistiques

Des analyses statistiques ont été effectuées avec STATGRAPHICS Centurion XV Professional
(StatPoint Inc., Herndon, Virginie) et TOXSTAT version 3.5 (1996, Lincoln Research
Associates, Bisbee, Arizona), d’apres le document d’orientation d’Environnement Canada (2005)
sur les méthodes statistiques pour les essais de toxicité. Toutes les comparaisons statistiques ont
¢été faites a un niveau de signification de 5 % (p<0,05). Au besoin, les données ont fait I’objet
d’une transformation logarithmique afin de correspondre aux hypothéses de normalité et
d’homogénéité. Lorsque les données concordaient avec ces hypothéses, le nombre moyen d’ceufs
produits par femelle par jour, le nombre de frais (%), le taux de fertilisation (%), et le nombre
d’ceufs fertilisés ayant éclos, ont été comparés afin d’en déterminer les différences importantes a
I’aide d’une analyse paramétrique de la variance (ANOVA), 1’aquarium étant 1’unité
expérimentale de réplication. Le poids corporel total et la longueur, le poids des gonades, et les
facteurs E2, T, et la vitellogénine plasmatique, ont ¢t¢ comparés afin de déterminer les
différences significatives a 1’aide d’une analyse ANOVA, avec les aquariums comme facteur
niché. Nous avons ajouté le poids des gonades comme covariable du poids corporel et le poids
des poissons comme covariable de la longueur. Lorsque les données ne correspondaient pas aux
hypothéses de normalité ou d’homogénéité, nous avons utilisé 1’essai non paramétrique Kruskal-
Wallis, qui emploie la moyenne des effets particuliers a chaque réplicat, afin de déterminer si
I’exposition a I’effluent avait eu un effet significatif. Lorsque ’ANOVA a indiqué un effet
significatif associ¢ a 1’effluent, nous avons utilis¢ 1’essai de Dunnett pour déterminer les
concentrations d’effluents qui présentaient un écart statistiquement significatif par rapport aux
témoins. Lorsque I’essai Kruskal-Wallis a indiqué un effet important associé¢ aux effluents, nous
avons utilisé 1’essai Many-One Rank de Steel pour déterminer la concentration d’effluent qui
avait entrainé une différence statistiquement significative par rapport aux témoins.
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Tableau 2.2-1. Conditions d’essai a court terme avec le téte-de-boule

Date d’échantillonnage de
I’effluent

Phase de pré-exposition
Exposition a I’effluent

Renouvellement du volume
des aquariums

Quantité d’effluent utilisé

Réplicats
Densité de chargement

Alimentation

Paramétres mesurés

pH
Oxygene dissous

Température

12 octobre 2009

7]
5]
6/j

2203 L

4 (2 males et 4 femelles dans 12,5 L)
0,14 420,20 g/L

A volonté : crevettes des salines (Artemia)
fraichement écloses, trois fois par jour

Production d’ceufs, nombre de frais,
fertilisation d’ceufs

Longueur, poids

Males : testostérone et vitellogénine
Femelles : testostérone et estradiol

8,2a8,4
72 a 93 % saturation

24a25°C

Tableau 2.2-2. Conditions d’essai a court terme avec la truite arc-en-ciel

immature.

Date d’échantillonnage de 12 octobre 2009
I’effluent

Exposition a I’effluent 7]
Renouvellement du volume 1/

des aquariums

Quantité d’effluent utilisé 655 L

Réplicats

Densité de chargement

Alimentation

Parameétre mesuré

pH

Oxygéne dissous

Température

2 (3 poissons dans 40 L)
0,512a0,67g/L

Aucune

Vitellogénine
Ethoxyrésorufine-O-déséthylase
8,0a8,7

71 4 105 % saturation
11a13°C
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Résultats et discussion
Essai a court terme de reproduction du téte-de-boule adulte

Production d’ceufs et frai : La production d’ceufs des téte-de-boules n’a pas été touchée de fagon
significative par 1’exposition a I’effluent des usines de pate NSSC jusqu’a une teneur de 30 %.
La production d’ceufs des poissons exposés a une teneur de 100 % a été fortement inhibée et a
entrainé en moyenne une ponte de 3 ceufs par femelle par jour comparativement aux valeurs de
référence ou la ponte était de 31 ceufs par femelle par jour (tableau 2.2-3). Dans 1’effluent 100 %
traité, il n’y avait pas assez d’ceufs produits pour pouvoir calculer un taux de fertilité fiable.

Tableau 2.2-3. Production d’ceufs, nombre de frais et fertilisation des ceufs des téte-de-boules
exposés a I’effluent final biotraité d’une usine de pate mi-chimique au sulfite neutre. Les
résultats sont exprimés comme moyenne (erreur-type).

Traitement (Eufs/femelle/jour Nombre de frais Taux de fertilisation

(%)
0% 31 (6) 4(1) 80 (11)
1% 48 (9) 4(0) 90 (5)
10 % 30 (11) 4(0) 97 (1)
30 % 19 (7) 3 (1) 73 (24)
100 % 3% (3) 1(0) i

*écart statistiquement significatif par rapport a la référence, p < 0,05 (ANOVA et essai Dunnett)
1 nombre insuffisant d’ceufs pour calculer la fertilité

Parameétres morphométriques : L’indice gonadosomatique des juvéniles males et femelles n’a
pas ¢été touché de fagon significative par I’exposition aux effluents apres tous les traitements. Les
parametres morphologiques des males et des femelles n’ont pas non plus été différents quant au
poids et a la longueur ainsi qu’au coefficient de condition (tableau 2.2-4).

Hormones stéroides et vitellogénine : Il n’y a eu aucune différence significative entre les valeurs
de référence et tous les traitements en ce qui a trait a la teneur en estradiol et en testostérone du
plasma des femelles (figure 2.2-1). De méme, nous n’avons noté aucune différence significative
en ce qui a trait a la teneur en vitellogénine et en testostérone du plasma des males pour tous les
traitements comparativement aux valeurs du témoin (figure 2.2-2).

Globalement, cet effluent a entrainé une inhibition de la reproduction des téte-de-boules, mais
aucune valeur significative n’a été observée en ce qui a trait aux hormones stéroides et a la
vitellogénine, ce qui vient encore une fois confirmer que la production d’ceufs est le parameétre le
plus sensible de cet essai.
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Tableau 2.2-4. Paramétres morphométriques et indice gonadosomatique de téte-de-boule
males et femelles exposés a 1’effluent final et biotraité d’une usine de pate semi-chimique au
sulfite neutre. Les résultats sont exprimés comme moyenne (erreur-type).

Longueur a Poids Coefficient  Poids des Indice
. gonado-
Traitement la fourche corporel de gonades .
o somatique
(mm) (2) condition (mg) o
(%)
0% Femelles 50 (0,7) 1,6 (0,05) 1,3 (0,03) 231 (24) 14 (1,0)
Males 61 (1,1) 3,4 (0,1) 1,5 (0,04) 51(7,2) 1,5 (0,2)
1 % Femelles 50 (0,7) 1,6 (0,08) 1,3 (0,03) 240 (43) 14 (1,6)
0
Males 61 (1,0) 3,2 (0,1) 1,4 (0,05) 39(3,9) 1,2 (0,1)
10 % Femelles 50 (0,7) 1,6 (0,07) 1,3 (0,03) 289 (40) 17 (1,7)
o
Males 59 (0,8) 3,0 (0,1) 1,5 (0,04) 35(4,4) 1,1 (0,1)
30 % Femelles 50 (0,5) 1,7 (0,05) 1,4 (0,02) 223 (16) 14 (1,0)
(1)
Males 62 (1,2) 3,3(0,1) 1,5 (0,09) 49 (3,6) 1,4 (0,05)
100 % Femelles 49 (0,7) 1,7 (0,08) 1,4 (0,04) 295 (38) 17 (1,7)
0
Males 61(1,2) 3,3(0,2) 1,5 (0,03) 40 (5,3) 1,2 (0,1)
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Figure 2.2-1. Estradiol et testostérone chez les femelles téte-de-

boule exposées a 1’effluent d’une usine de pate semi-chimique au
sulfite neutre.
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Figure 2.2-2. Vitellogénine et testostérone des téte-de-boule males
exposés a ’effluent d’une usine de pate semi-chimique au sulfite
neutre.

Essai a court terme avec la truite arc-en-ciel immature

Vitellogénine et EROD : La teneur en vitellogénine du plasma n’a pas été sensiblement différente
de la teneur de référence, malgré une tendance apparente vers de plus faibles niveaux chez les
poissons exposés a de I’effluent a 100 % (figure 2.2-3). L’activité de I’enzyme métabolisante
éthoxyrésorufine-O-dééthylase du foie a été induite 3 fois chez les poissons exposés a 100 %
effluent et cette induction n’était que marginalement significative (p = 0,054). Tel que noté a la
Section 1.3.3, il serait possible d’améliorer la sensibilité et la capacité statistique de cet essai en
mesurant ces parametres chez des poissons de plus grande taille.
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Figure 2.2-3. Teneur en vitellogénine et activité de I’enzyme
métabolisante éthoxyrésorufine-O-dééthylase du foie chez la truite
arc-en-ciel immature exposée a I’effluent d’une usine de pate semi-
chimique au sulfite neutre.

* différence marginalement significative (p = 0,054).

Conclusions

e Chez le téte-de-boule, le seul paramétre mesuré significatif a ét¢ I’inhibition de la
production d’ceufs dans I’effluent a 100 % traité. Aucun effet sur la taille des gonades n’a
été noté.

e La truite arc-en-ciel immature a affiché une induction statistiquement marginale de 1’activité
de I’enzyme métabolisante EROD lors de 1I’exposition a 100 % a cet effluent.

e Les résultats de ces deux essais a court terme ont indiqué que I’effet sur la production
d’ceufs du téte-de-boule a été plus prononcé et sans équivoque que I’induction EROD chez
la truite.

Rapport finale — Cycle 5 Page ¢ 85



2.3  Essais a court terme avec le poisson zebre adulte
Introduction

La présente activité visait a évaluer les effets de I’exposition a des teneurs croissantes d’effluent
de I'usine de Lake Utopia Paper sur la reproduction du poisson zébre (Danio rerio). Cette
activité comprenait des études portant sur I’exposition durant 7 jours de poissons adultes afin de
déterminer la production d’ceufs, la grosseur des ovaires et I’expression génétique sélectionnée
du foie et des ovaires.

Matériel et méthodes

Les poissons zebre adultes sont arrivés de DAP International (Etobicoke, Ontario), puis
transférés au Hagen Aqualab de I’Université de Guelph, ou ils ont été¢ gardés dans des unités
A-HAB (Aquatic Habitats, Apopka, Floride) a 28 °C, dans une chambre -climatique
(environnementale). Les poissons ont ét¢ élevés dans de I’eau de puits recirculée durant une
photopériode de 12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité. Ils ont été alimentés jusqu’a satiété
deux fois par jour avec une combinaison de formule commerciale d’alevins de saumon (Martin
Mills, Elmira, Ontario) et de polychetes congelés (Oregon Desert Brine Shrimp Co., Lakeview,
Oregon).

Les essais de frai ont été effectués dans des béchers en verre de 4 L contenant 3,5 L d’eau ou
d’effluent. Chaque aquarium de reproduction logeait 6 femelles et 3 males. La phase de
pré-exposition a ¢été de 4 jours, suivie d'une période d’exposition de 7 jours. Ces essais
comprenaient un essai de référence, et des essais a 1, 10, 30, et 100 % effluent. Il y avait six
aquariums réplicats par traitement. Le tableau 2.3-1 donne une description détaillée des
conditions d’essai.

A la fin de I’exposition, les poissons ont fait I’objet d’un surdosage de MS-222 (Sigma,
St. Louis, Missouri) et ont été pesés. Les ovaires ont été excisés et pesés afin de déterminer
I’indice gonadosomatique (IGS), puis congelés immédiatement et rapidement dans de 1’azote
liquide avant le traitement. Une partie des tissus ovariens a été utilisée pour déterminer la teneur
en stéroides. En outre, I’intestin et le foie ont été¢ disséqués et placés dans un RNAlater. Les foies
ont été par la suite séparés de I’intestin et stockés a -80 °C pour la détermination future de I’ARN
messager (ARNm), expression de la vitellogénine et du cytochrome, P450 1al (P450-1al).

L’extraction de I’ARN, la transcription inverse et la PCR en temps réel ont été effectuées selon
les méthodes décrites par Ings et Van Der Kraak (2006). Les geénes ovariens évalués
comprenaient StAR et P450 arom. Nous avons déterminé 1’expression de la vitellogénine et du
P450-1al du foie. Les amorces utilisées pour la détermination de P450-lal ont été
CTGGACGAAAACTCCAACCTG avant et GATAGTGTCGAAACCGGCTCC inverse (basé
sur le numéro d’accession AY398333.1). Les amorces utilisées pour la vitellogénine ont été
TGCGTGAAGTTGTCATGCTTG avant et GATCTCGTGGATGGGCCTG inverse (basé
sur NM_170767.1).
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Tableau 2.3-1. Conditions d’essai pour I’exposition des poissons zébre adultes.

Dates d’échantillonnage de I’effluent 13 octobre 2009

Phase de pré-exposition Début : 16 octobre 2009, durant 4 j

Exposition a I’effluent Début : 20 octobre 2009, durant 7 j

Renouvellement du volume des Remplacement complet, statique, une fois par jour (3,5
aquariums litres)

Quantité d’effluent utilisé 207L

Réplicats 6 aquariums par traitement (6 femelles et 3 males)
Densité de chargement 1,15 +£0,02 g/L/j

Alimentation Nourris deux fois par jour (granules d’alevins de

saumon le matin et polychétes 1’aprés-midi)

Parameétres mesurés Production d’oeufs
Indice gonadosomatique
Expression génétique —StAR et aromatase des
follicules vitellogéniques et CYP450 1lal et
vitellogénine du foie

pH 8,33 +0,03
Oxygene dissous > 90 % saturation
Température 26,7+ 0,44 °C

Pour la détermination des stéroides, des tissus ont été extraits des ovaires avec du méthanol, et
les extractions ont été purifiées dans des mini-colonnes Amprep C-18, conformément aux
méthodes décrites par Lister et Van Der Kraak, 2008. Les quantités de 17B-estradiol et de
testostérone ont ét¢ déterminées lors d’un essai immuno-enzymatique a I’aide de trousses de
Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan), conformément aux méthodes décrites par Lister et
Van Der Kraak, 2008.

Résultats

Nous avons noté une réduction importante de la production d’ceufs chez les poissons exposés a
100 % effluent (figure 2.3-1). Il n’y a eu aucun changement a I’lGS aprés I’exposition a
I’effluent (données non montrées). De méme, il n’y avait aucune différence quant a I’expression
ovarienne de StAR et P450 arom (figure 2.3-2).

Conclusions

e [’exposition a I’effluent de Lake Utopia Paper a contribué a un déclin important, li¢ au
dosage, du nombre d’ceufs des poissons zebre adultes.
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e [’exposition a I’effluent n’a eu aucun effet sur la croissance ou le développement des
ovaires des poissons zebre juvéniles.

e Les réponses des biomarqueurs (stéroides, vitellogénine, P4501A) ne sont pas toujours
prédictives des effets sur la production d’ceufs.
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Figure 2.3-1. Production d’ceufs cumulative (A) des femelles du poisson
z¢bre durant une période de pré-exposition de 4 jours, suivie d’une période
d’exposition de 7 jours a diverses concentrations d’effluent d’une usine de
pate semi-chimique au sulfite neutre. (B) Nombre moyen d’ceufs par
femelle par jour durant 7 jours d’exposition a diverses concentrations
d’effluent.
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Figure 2.3-2 Expression des P450-aromA et StAR dans les ovaires de
poisson zebre adultes aprés 7 jours d’exposition a diverses teneurs en
effluent d’une wusine de pate semi-chimique au sulphite neutre.
L’expression génétique est normalisée a B-actin.
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2.4  Essai a moyen terme avec le choquemort

L’essai @ moyen terme (30 jours) portant sur la croissance des gonades du choquemort visait a
déterminer I’effet de I’exposition a I’effluent de ce géniteur estuarien asynchrone durant sa
maturation gonadique. Il avait déja été établi que I’effluent final de Lake Utopia Paper nuit a
I’équilibre énergétique du choquemort chez les poissons sauvages (ESEE, Cycles 3 et 4,
Lake Utopia Paper, St. George, NB) ainsi qu’a la production d’ceufs dans 1’essai de reproduction
normalisé¢ du choquemort adulte (ESEE, Cycle 5, Lake Utopia Paper, St. George, NB; Bosker et
coll. 2010a). L’essai biologique a moyen terme portant sur la croissance gonadique expose les
poissons pendant la période de recrudescence gonadique (maturation gonadique) chez les
poissons adultes. Les effets finals comprennent ceux qui ont été normalisés lors des essais
biologiques endocriniens du choquemort (section 1.3.6). Cette tentative a été la premiére visant
a évaluer I’exposition a I’effluent durant une période de 30 jours de maturation gonadique.

Méthodes
Collecte et stockage de I’effluent

L’effluent a été expédi¢ de 1'usine de Lake Utopia a ’Aqualab de Hagen, a I’Université de
Guelph, en octobre (5000 L) et novembre (3000 L) 2009. L’effluent a été stocké a I’extérieur et
utilisé directement lors de 1’exposition, ou il a été amené a la température ambiante avant de
I’utiliser, selon la température visée dans les aquariums.

Exposition des poissons

Les choquemorts adultes males et femelles ont été exposés durant 31 jours a des teneurs
croissantes d’effluent, afin de déterminer les effets potentiels sur le systeme reproducteur
endocrinien. Les poissons ont été acclimatés a une température de 4 a 6 °C dans des aquariums
de verre de 20 L contenant de I’eau de puits de I’Aqualab de Hagen, salée avec du Crystal Sea®
jusqu’a environ 16 ppm. Un systéme a recyclage d’eau a été utilisé, ou les traitements étaient
pré-mélangés dans de grands réservoirs aérés et pompés continuellement vers les aquariums a un
débit visé de 1,7 L/h, ce qui a permis de renouveler environ deux fois par 24 h le volume des
aquariums. Le débit a été vérifié¢ chaque jour et des rajustements ont été apportés au besoin.

Les poissons ont été exposés a de I’eau de puits seulement (référence 0 %), ou a des
concentrations croissantes en effluent (1, 10, 30, et 100 %). La teneur en sels a été maintenue a
environ 16 ppm pour chaque traitement. Il y avait 5 aquariums réplicats pour chaque traitement
et chaque aquarium contenait 3 males et 3 femelles. La température de 1’eau des aquariums a été
réglée a 1’aide d’un bain d’eau durant tout I’essai. Au début de la période d’exposition, la
température de tous les aquariums était de 4 a 6 °C et elle a été augmentée d’environ 1 °C par
jour jusqu’a une température de 17+1°C au 18° jour d’exposition. Nous avons tenté de
maximiser la croissance des gonades durant 1I’exposition, et réglé le cycle quotidien d’éclairage a
16 h de lumiereet 8 h d’obscurité. Voir le tableau 2.4-1 pour d’autres parametres sur
I’exposition.
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Apres 31 jours d’exposition, les poissons ont été anesthésiés et tués par transsection cervicale. La
longueur des poissons, le poids corporel, et le poids des gonades et du foie ont été consignés
pour chaque poisson a des fins d’évaluation du facteur de condition (K) et des indices
gonadosomatiques (IGS) et hépato-somatiques (IHS).

Tableau 2.4-1. Conditions d’essai pour les choquemorts exposés a 1’effluent de Lake Utopia
Paper durant 31 jours.

Dates d’échantillonnage de 13 octobre et 9 novembre 2009

I’effluent

Phase de pré-exposition Début 26 octobre 2009, durant 4 j

Exposition a I’effluent Début 30 octobre 2009, durant 31 j

Renouvellements du volume Environ deux volumes par jour (~ 40 L/aquarium/j)

des aquariums

Quantité d’effluent utilisé 8742 L

Réplicats 5 aquariums par traitement (3 femelles, 3 males/aquarium)
Densité de chargement 1,91 £ 0,05 g/L/jour

Alimentation Semaine 1 : tous les deux jours

Semaine 2 a 4 : une fois par jour

Effets mesurés Indice gonadosomatique
Indice hépato-somatique
Facteur de condition

pH 8,2 — 8,7 (n=9 pour chaque aquarium)

Oxygene dissous >80 % saturation (surveillé chaque jour dans chaque
aquarium)

Température Régime : Poissons a 4°C avant 1’essai. Durant la période

d’exposition, la température a été¢ augmentée d’environ 1 °C
par jour jusqu’a 17 + 1 °C (surveillée chaque jour dans
chaque aquarium).

Analyses statistiques

Nous avons vérifié les données en ce qui a trait & homogénéité de la variance a I’aide du test de
Levine avant 1’analyse, et nous avons utilisé des transformations logarithmiques si les données
ne concordaient pas avec les critéres de I’essai. Le poids corporel a été évalué a I’aide d’analyses
de variance (ANOVA) (Kruskal Wallis, s’il n’était pas paramétrique), suivi d’un test post-hoc (a
posteriori) de Tukey (p<0,05). Des analyses de covariance (ANCOVA) ont été utilisées pour
analyser le poids du foie et des gonades par rapport au poids corporel, et le poids corporel par
rapport avec la longueur du corps au cours des traitements apres vérification de I’homogénéité de
la régression (pentes). Les résultats de ’ANCOVA sont présentés avec les moyennes associées
de K, IGS, et IHS. Les données ont été analysées a I’aide du PASW (SPSS) v17.0.
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Résultats et discussion
Males
Le poids corporel (ANOVA), le poids du foie et des testicules comme fonction du poids corporel

(ANCOVA), et la condition des poissons de référence, ne présentaient aucune différence
significative par rapport aux traitements de ’effluent (tableau 2.4-2).

Tableau 2.4-2. Poids corporel (g), facteur de condition (K), 1’indice gonadosomatique
(IGS) et I’indice hépato-somatique (IHS) chez les choquemorts maéles et femelles exposés
a ’effluent de Lake Utopia Paper durant 31 jours (30 oct. au 30 nov. 2009). Toutes les
valeurs sont une Moyenne +E.T.M. Les valeurs avec des lettres différentes sont
substantiellement différentes (p<0,05; test de Tukey). Il y avait 5 aquariums réplicats par
traitement et chaque aquarium contenait 3 males et 3 femelles.

Traitement Poids K 1GS THS
(2 (%) (%) (%)
Males
0 % 5,51 1,05 1,62 4,37
(0,25) (0,02) (0,34) (0,17)
1 % effluent 5,63 1,11 1,45 3,95
(0,23) (0,02) (0,18) (0,14)
10 % effluent 4,72° 1,08 2,35 4,62
(0,32) (0,02) (0,26) (0,08)
30 % effluent 5,09 1,11 2,42 422
(0,31) (0,04) (0,27) (0,22)
100 % effluent 5,97° 1,04 1,26 4,09
(0,26) (0,01) (0,21) (0,20)
Femelles
0 % 7,85 1,11 3,95 5,15
(0,64) (0,02) (0,86) (0,30)
1 % effluent 7,31 1,15 437 5,27
(0,51) (0,03) (1,05) (0,44)
10 % effluent 7,90 1,10 5,81 5,47
(0,51) (0,01) (0,75) (0,32)
30 % effluent 8,48 1,14 5,07 5,75
(0,66) (0,02) (0,91) (0,10)
100 % effluent 6,57 1,03 3,39 4,94
(0,86) (0,04) (0,63) (0,39)
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Femelles

Il n’y avait aucune différence statistiquement significative quant au poids corporel (ANOVA), au
poids du foie et des ovaires comme fonction du poids corporel (ANCOVA), et a la condition des
poissons de référence lors des traitements de I’effluent (tableau 2.4-2).

(tableau 2.4-2).

Conclusions

L’effluent final de Lake Utopia Paper n’a eu aucun effet sur la condition ou la taille des gonades
ou du foie.
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2.5 Chimie de I’effluent

A des fins de surveillance de la qualité de I’effluent, des échantillons ont été récoltés a ’usine de
Lake Utopia Paper directement des conteneurs d’expédition utilisés pour les essais de croissance
gonadique de téte-de-boule effectués sur une période de 5 semaines du 2 octobre au 2 novembre
2009. Les objectifs et les méthodes de travail sont décrits ci-dessus a la section 1.3.7 aux fins des
¢tudes pour Espanola.

Résultats

Bien que cet effluent d’une usine de pate kraft blanchie n’ait pas été déja étudié, les parametres
généraux de I’effluent de 1’'usine de Lake Utopia Paper mesurés se situaient dans les limites
réglementaires. Certaines différences entre I’effluent de cette usine et les autres effluents déja
¢tudiés a Espanola comprenaient une valeur dix fois plus élevée en ce qui a trait a la couleur
(Table 2.5-1). Toutefois, nous nous attendions dans ce cas a une valeur plus ¢élevée pour la
couleur, parce que le biotraitement de I’effluent comprend un traitement anaérobie/aérobie
séquentiel qui produit de la couleur (Milestone et coll. 2004). La variabilité de la DBO peut étre
attribuable au premier échantillon mesuré, qui était de prés de 200 mg/L. Toutes les autres
valeurs étaient prés de 45mg/L. La teneur en métal des échantillons de 1’effluent prélevé est
montrée au tableau 2.5-2 et indique encore une fois un profil différent de celui déja observé pour
les effluents d’une usine de pate kraft blanchie.

Tableau 2.5-1. Résumé des paramétres physiques de 1’effluent de Lake
Utopia Paper échantillonné pendant les semaines du 2 octobre au 2
novembre 2009, Les données présentées sont des moyennes et des écarts-
types (ET) des échantillons hebdomadaires (n=5).

Parameétre Moyenne + écart-type
pH 7,96 £ 0,07

Alcalinité totale 904 £+ 128 mg/L CaCO;
Ammoniaque comme N par CFA 0,99 £ 0,75 mg/L comme N
DBO des matiéres carbonées 82,5+ 77,0 mg/L
Chlorure par IC 20,1 = 1,7 mg/L

NO; comme N par IC 0,61 £ 0,08 mg/L

SOy par IC 85,6 £12,2 mg/L
Carbone inorganique total dans 1’eau 183 £30 mg/L
Carbone organique total 357 £ 44 mg/L

Total des matiéres en suspension 61,5 +23,7 mg/L
Couleur 6600 + 657 CU
Polyphénols 205,7 + 24,1 mg/L
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Tableau 2.5-2. Résumé des métaux dans 1’effluent de
Lake Utopia Paper échantillonné chaque semaine du
2 octobre au 2 novembre 2009, Les données
présentées sont des moyennes et des écarts-types
(ET) des échantillons hebdomadaires (n=5).

Meétal (ug/L) Moyenne + ET
Aluminium 1714 +£ 104
Arsenic 2,1+0,2
Baryum 176 £45
Béryllium 0,16 +0,07
Bore 604 + 200
Calcium (mg/L) 28,5+4,6
Cadmium 0,36 0,18
Cobalt 42+0,9
Chrome 6,612
Cuivre 553+72
Fer 2992 +1 739
Gallium 10,5+ 34
Potassium (mg/L) 26,1 £1,3
Lanthane 0,53 +£0,05
Lithium 15,8 +12,2
Magnésium 5,328 £ 152
Manganése 568 + 126
Molybdéne 8,0+4,6
Sodium (mg/L) 456,4 + 51,5
Nickel 10,7+2,0
Plomb 3,6+0,6
Rubidium 69,6 + 12,8
Antimoine 0,7+0,1
Sélénium 2,5+£0,7
Strontium 137 £ 24
Uranium 0,67+ 0,49
Vanadium 8,1+0,8
Zinc 48,5+ 21,1
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RESUME ET CONCLUSIONS

Les travaux de recherche faisant 1’objet du présent rapport faisaient partie d’un projet national
auquel participent plusieurs organismes, afin de trouver des solutions aux effets des effluents des
usines de pates et papiers sur la reproduction des poissons. Cette recherche vise a sélectionner les
essais en laboratoire les plus appropriés pour effectuer des études sur la recherche de causes et la
recherche de solutions dans le cadre du programme d’Ftudes de suivi des effets sur
I’environnement (ESEE).

La recherche décrite dans le présent rapport représente a été effectuée entre février 2007 et
octobre 2009 a deux endroits, soit I’'usine de pate kraft blanchie de Domtar a Espanola (Ontario)
et I’'usine de pate semi-chimique au sulfite neutre de Lake Utopia Paper a St. George (Nouveau-
Brunswick).

Une étude de surveillance a long terme a 1’usine d’Espanola a permis d’avoir une meilleure idée
de la variabilité de ’effluent sur la reproduction des poissons a certaines périodes. Les essais en
laboratoire visaient a confirmer des hypothéses sur les causes et les sources de la variabilité. Ces
essais ont duré de quelques jours a plusieurs semaines et porté sur une évaluation des parametres
de reproduction des poissons allant de la phase biochimique a celle de la production d’ceufs. La
recherche comprenait aussi une évaluation des poissons sauvages de la riviére Spanish, le milieu
récepteur de I’effluent de 1’usine d’Espanola. Les résultats de la recherche sur I’effluent de cette
usine ont permis d’en arriver aux conclusions suivantes :

e Contrairement aux ESEE antérieures ayant porté¢ sur le meunier noir, ni les chevaliers
blancs, ni les fouille-roches récoltés sur place dans la riviere Spanish ne présentaient des
gonades plus petites en aval de 1’'usine d’Espanola.

e La baisse des principales hormones stéroides reproductrices biologiquement actives chez les
chevaliers blancs des deux sexes a permis de déterminer que I’effluent avait une incidence
sur la reproduction des poissons.

e Enamont, il existait un effet d’enrichissement chez les deux espéces.

e La surveillance a long terme de I’effluent final d’Espanola a montré que la production
d’ceufs des téte-de-boules s’insérait dans le changement de qualité de 1’effluent lors des
périodes de perturbation de la production, de redémarrage de 1’usine, et de conditions
ambiantes nuisant a I’efficacité du biotraitement.

e Nous avons assuré le suivi des variations de qualité de 1’effluent final a 1’aide de I’indice de
profilage avec chromatographie en phase gazeuse, ainsi que des mesures de la DBO et des
méthyle-2-cyclopenténones, qui se sont tous révélés des outils de diagnostic prometteurs
pour les travaux de recherche de causes et de solutions.

e Des essais subséquents en laboratoire avec cing especes de poissons ont confirmé qu’il était
possible que la liqueur noire dans I’effluent final de 1’usine ait un effet sur la reproduction
des poissons.

Nous avons utilisé I’effluent final de 1’usine de Lake Utopia Paper pour des essais en laboratoire

avec quatre especes de poissons. Ces essais ont duré de quelques jours a plusieurs semaines et
porté sur une évaluation des parametres de reproduction des poissons allant de la phase
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biochimique a celle de la production d’ceufs. Les résultats de la recherche sur 1’effluent de
I’usine de Lake Utopia Paper ont permis d’en arriver aux conclusions suivantes :

e Lors des essais a court terme (<7 j), nous avons constaté que la baisse de la production
d’ceufs chez deux especes de poissons é€tait le parametre le plus sensible a I’exposition a
I’effluent.

e Lors de I’essai a moyen terme (~30 j), nous avons observé que la baisse de la production
d’ceufs était aussi le paramétre le plus sensible a I’exposition a D’effluent. Les effets
attribuables a I’effluent en ce qui a trait a la production d’ceufs pendant I’essai a moyen
terme sont survenus a des teneurs plus faibles que lors des essais a court terme.

Collectivement, notre recherche a déterminé que la production d’ceufs lors des essais a court
terme présentait le plus grand potentiel pour des études ultérieures sur la recherche de causes et
de solutions. Nous avons dégagé de nouvelles voies qui pourraient étre explorées lors d’études
ultérieures sur la recherche de solutions, telles que la réduction des pertes de matiéres organiques
et les perturbations du traitement biologique. Les études futures sur la recherche de solutions
devront comprendre des essais a plus long terme dans le cadre de la validation des solutions.
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