}‘ OC; B OI '?__ CS L* 55 O&
/ .
T oroi Puse

€ . &

Estimation du potentiel toxique des sédiments
d’eau douce a I’aide d’un essai de contact
direct avec des micro-algues

Lucie Ménard
Section ecotoxncologle et chimie env1ronnementale

", o —_—

( | CENTRE DE DOCUMENTATION co.

N 105, McGILL, 2iéme étage

~ MOCNTREAL (Québec) H2Y 2E7 :
. Tél. (514) 283-2762 )

| Fax: (514) 283-9451 _, '

.

Centre Saint-Laurent
Conservation de I’environnement
Environnement Canada Décembre 1996



COMMENTAIRES DES LECTEURS

Veuillez adresser vos commentaires sur le contenu du présent rapport au Centre
Saint-Laurent, Conservation de I’environnement, Environnement Canada — Région du Québec,
105, rue McGill, 7° étage, Montréal (Québec), H2Y 2E7.

On devra citer la publication comme suit .

* Lucie Ménard, 1996. Estimation du potentiel toxique des sédiments d’eau douce a l azde d’un essai de contact direct avec des
micro-algues. Environnement Canada - Région du Québec, Conservanon de 'environnement, Centre Saint-Laurent. Rapport
scientifique et technique ST-71, 43 pages.

‘© Ministre des Approv:slonnements et Services Canada 1996
N°de catalogue En 153- 86/1996F
ISBN 0-662-81678-1



v

Perspective de gestion

Ce rapport est publié dans le cadre du plan d’action fédéral-provincial Saint-Laurent
Vision 2000 (SLV 2000). Afin de mieux servir les stratégies de protection de 1’écosystéme du
fleuve Saint-Laurent, I’unité de recherche en bioanalyse de la section écotoxicologie et chimie
environnementale compte parmi ses mandats le développement d’essais biolbgiques capables
d’évaluer I'impact des sédiments contaminés sur les organismes aquatiques. Les essais
biologiques serviront a I’évaluation de la qualité des sédiments, a I’établissement de normes de
protection pour la vie aquatique et a Iidentification de lieux contaminés prioritaires dans le but
d’efforts d’assainissement. Ils s’insérent dans le volet d’aide  la prise de décision afin de fournir
des outils permettant aux gestionnaires de prendre des résolutions en matiere environnementale.

Le présent rapport décrit les résultats d’une recherche entreprise afin de déterminer le
potentiel toxique de sédiments dulcicoles a I'aide d’un essai de contact direct utilisant 1’algue

Selenastrum capricornutum.

Management Perspective

This report is published as part of the federal-provincial St. Lawrence Vision 2000
action plan (SLV 2000). In order to better serve the ecosystem-protection strategies targeting the
- St-Lawrence River, one of the mandates of the bioanalytic research group of the Ecotoxicology
and Environmental Chemistry Section, St. Lawrence Centre, Environment Canada, is the
development of bioassays for use in assessing the impact of contaminated sediments on aquatic
organisms. These bioassays will serve to assess sediment quality, establish standards for the
protection of aquatic life and identify priority contaminated sites. This work comes under the
Decision-Support component of SLV 2000, with the aim of providing managers with the tools to
undertake environmentally-sound decisions. ‘

This report presents the results of a study to determine the toxic potential of freshwater

sediments on the alga Selenastrum capricornutum using a direct-contact assay.






Résumé

Ce rapport décrit la méthodologie développée dans le but d’évaluer le potentiel toxique
de sédiments d’ean douce a I’aide d’un essai utilisant des micro-algues. Lors de I’essai, les algues
sont directement exposé€es aux sédiments favorisant ainsi leur contact avec les contaminants.
L’exposition par contact direct refléte I’aspect innovateur de I’essai.

L’algue Selenastrum capricornutum a été choisie comme espéce étalon et la diminution
de la fluorescence (liée & Vinhibition de Dactivité des estérases et a la perte d’intégrité
membranaire) a été€ retenue comme variable d’effet. Le ?aramétre d’effet mesuré est la CE,,
concentration efficace qui diminue la fluorescence de 50 %. L’activité éstérasique et I’intégrité
membranaire sont révélées a I'aide d’un fluorochrome, le diacétate de fluorescéine (DAF).
L’intensité de fluorescence émise par les cellules est mesurée a 1’aide d’un cytometre en flux. Cet
appareil présente I’avantage de quantifier spécifiquement les signaux optiques diffusés par
chacune des cellules tout en €liminant le bruit de fond causé par les particules sédimentaires. La
cytométrie en flux peut également analyser plusieﬁrs signaux optiques a la fois et enregistrer les
informations d’un nombre important de cellules dans un court laps de temps. Toutes ces
caractéristiques ont privilégié le choix de cet appareil.

La premiére phase du projet visait 1’optimisation des conditions expérimentales. Ainsi,
on a pu démontrer qu’une densité cellulaire de 1 x 10° cellules / mL en présence de 10 % p/v de
sédiment s’avérait adéquate pour les lectures cytométriques. La concentration optimale de DAF,
permettant d’évaluer I’activité estérasique, a été établie a 30 uM.

Dans un deuxie¢me temps, des sédiments de référence contaminés a différents degrés ont
servi & valider I’essai. Une carte de contrdle a également été produite a partir des résultats
recueillis suite a une série d’essais réalisés sur un sédiment contaminé avec des métaux. En régle
générale, les essais ont mis en évidence quc les contaminants métalliques agissaient plus

rapidement sur la diminution de la fluorescence des algues que les contaminants organiques.

L’essai biologique s’est également avéré sensible 3 démarquer la toxicité des sédiments entre eux.
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Abstract

This report describes a biological method developed to assess the toxic potential of
freshwater sediments using micro-algae. In test, the algae were exposed to sediments to stimulate
contact with the contaminants. The aspect of direct exposure is what distinguishes this innovative
assay. | |

The alga Selenastrum capricornutum was selected as the standard species and
diminished fluorescence (associated with inhibited esterase activity and the loss of membrane

the

integrity) was chosen as the variable of effect. The measured parameter of effect is EC,,,

effective concentration that reduces fluorescence by 50 %. Esterase activity and membrane
integrity are detected using a ﬂuorochrorhe, fluorescein diacetate. The intensity of fluorescent
light emitted by these cells is measured with a flow cytometer. This apparatus has the advantage
of specifically quantifying the optical signals diffused by each cell while eliminating the
background noise caused by sediment particles. The flow cytometer is also able to analyse several
optical signals simultaneously and recqrd information on a large number of cells in a short lapse
of time. The flow cytometer was selected for all these reasons.

The aim of the first phase of the project was to optimize experiment conditions. We were
thus able to show that a cell density of 1 x 10° cells/ mL in 10 % p/v of sediment is adequafe for
cytometric readings. The optimal concentration of fluorescein diacetate — the level which
esterases activity could be assessed — was set at 30 uM.

For the second part, reference sediments at various degrees of contamination were used
to validate the assay. A control chart was also produced based on the results of a series of assays
conducted on metal-contaminated sediments. In general, the assays pointed up the fact that metals
diminish fluorescence in algae at a faster rate than do organic contaminants. The bioassay also

proved to be capable of identifying varying degrees of toxicity among sediments.



Table des matiéres

RESUME

ABSTRACT

LISTE DES FIGURES
LISTE DES TABLEAUX |

1.1

1.2
1.3

1.4

2.1
2.1.1
2.12
2.12.1
2122
22
22.1
22.1.1
22.12
2213
22.14
23

3.1
32
33

INTRODUCTION

Problématique

~ Les indicateurs de stress chez les organismes aquatiques

Les estérases et le diacétate de ﬂuorescéine _
La cytométrie en flux

MATERIEL ET METHODES

Matériel

Culture des algues

Solutions de travail

Diacétate de fluorescéine (DAF)

Bicarbonate de sodium

Meéthode

Procédures de I’essai de diminution de Ia fluorescence chez 1’algue
Préparation de la'suspension d’algues

Préparation des concentrations d’essais

Mesure de la fluorescence liée a I'activité estérasique et a I'intégrité membranaire
Traitement des données

Travaux exploratoires

RESULTATS ET DISCUSSION

Ségrégation des algues par cytométrie
Sélection des concentrations d’algues et de sédiments
Cinétiques estérasiques

vii

X MRS <«

£ W = -

— -1 N N O O hh Lt b b

— -
w

16

16
23
24



viii

34 Contrdle de qualité

34.1 Carte de contrdle

3.4.2  Evaluation du seuil d’effet

3.5 Applicatidn de I’essai sur des sédiments frais

3.6 Application de ’essai sur des sédiments de référence
3.7 Conclusion

REMERCIEMENTS

REFERENCES

26
26
28
30
31
38

39

40



10

11

Liste des figures

L’algue Selenastrum capricornutum vue par microscopie a fluorescence

Schéma des étapes du protocole de P’essai chez Selenastrum capricornutum

Création des marqueurs a partir des populations d’algues
témoins marquées et non marquées par le DAF

Protocole expérimental de dégradation de la chlorophylle

des algues par micro-ondes

Cytogrammes et histogrammes présentant la diminution

dela ﬂuorescence- chlorbphyllienne, dans le temps
Cytogrammcs présentant la taille cellulaire (FSC) en fonction de

[’autofluorescence rouge (650 nm) des algues et des sédiments

avec et sans la barriere optique R1

Evaluation des cinétiques estérasiques chez S. capricomutum-
pour 30 uM et 60 uM de diaéétate de fluorescéine |

Carte de contrdle des CE;, obtenues avec le sédiment

de référence Sud-1 de Sudbury, INRE Burlington ‘
Histogrammes présentant le nombre d’algues en fonction de la
fluorescence verte (530 nm) liée & 1’ activité estérasique et

a I’intégrité membranaire

Courbes de toxicité obtenues avec des sédiments de référence provenant de

I"INRE, exposition de 4 heures; (A) contaminés par des métaux;

(B) contaminés par des substances organiques

Courbes de toxicité obtenues avec des sédiments de référence provenant de

I'INRE, exposition de 24 heures; (A) contaminés par des métaux;

(B) contaminés par des substances organiques

X

12

14

21

22

25

27

29

36

37



Liste des tableaux

Préparation des concentrations d’essais pour la réalisation du test
avec algues en phase solide

| Tests de Student (p S 0,05) pour I’évaluation de la fluorescence

verte (530 nm) chez les groupes témoin et traité aux micro-ondes

avant et aprés incubation au DAF |

Tests de Tukey ((p < 0,05) pour I’évaluation de la fluorescence

chlorophyllienne chez les grdupes témoin et traité aux micro-ondes.

Les groupes possédant les mémes lettres ne sont pas sont pas

signiﬁcativement différents entre eux '

- Conditions des essais pour la sélection des concentrations d’algues
et de sédiments | ’

'CE,, obtenues pour les essais réalisés sur les sédiments

du port de Montréal, du lac Saint-Frangois et du port de Hamilton
Résultats des essais réalisés avec I’algue S. capricornutum sur des
sédiments de référence suite 2 une exposition de 4 heures
Résultats des essais réalisés avec 1'algue S. capricornutum sur des

sédiments de référence suite a une exposition de 24 heures

18

19

23

30

32

33



Xi

Définitions

‘Autofluorescence. - Fluorescence intrinséque aux cellules. Par exemple, Selenastrum
capricornutum emet de I'autofluorescence a 650 nm (chlorophylle).

Barriéres d’acquisition. - Limites inférieure et supérieure d’acquisition des donnees Les
données localisées a I'intérieur de ces limites sont les seules acceptées et gardées en mémoire
dans le syst¢me informatique.

Evénements. - Toutes particules, vivantes ou non, captées par les photometres du cytométre.

Fenétre. - Terme utilisé dans le langage assocué au cytometre localisant une population cellulaire
spécifique.

Milieu d’essai. - Solution de NaHCO, utiliséc comme diluant.

| Qualité optique. - Paramatres optiques spemﬁques a une population cellulaire ou 4 un groupe de
particules. :

Sédiment témoin. - Sédiment non contaminé.

Sédiment d’essai. - Sedlment soupgonnc d’étre contaminé.

DAF. - Diacétate de ﬂuoresceme

CE,, Concentratlon efflcacc qui informe sur une diminution de 50% de la fluorescence liée &
I’inhibition de 1’activité estérasique ou a la perte d’intégrité membranaire.

FSC. - Forward side scatter, lumiére diffusée a petits angles, corrélée avec la taille cellulaire.
SSC. - Side scatter, lumiére diffusée 2 angle droit, précise la réfringence cellulaire.
FL1. - Fluorescence verte, 530 nm. '

FL3. - Fluorescence rouge, 650 nm.






1 Introduction

1.1 PROBLEMATIQUE

Depuis le début des années 1980, la communauté scientifique $’intéresse a la mise av
point d’essais biologiques (in situ ou en laboratoire) pour évaluer Ic polentiel toxique des
sédiments. Cet intérét découlc d'unc meilleure connaissance des impacts des sédiments
contaminés sur les écosystémes aquatiques et de la persistance des toxiques dans le temps. Les
sédiments forment en quelque sorte un puits dans lequel s’accumulent des substances nocives ct
constituent par la suite une source de contaminants pour le milicu aquatique. Plusicurs activités
anthropogéniques, par exemple le dragage ct la navigation, peuvent remettre en suspension les
substances toxiques associées aux sédiments dans la zone pélagique. Par conséguent, nombre
d’organismes aquatiques pcuvenl étre affectés par cette source de pollution. 11 apparait donc
cssentiel de déterminer les effets nocifs qu’occasionnent ces activités sur la faune et la flore
pélagiques (Burton, 1992).

Le phytoplancton est decpuis longtemps reconnu pour son réle fondamental dans la
production primairc de I’écosysteme aquatique (Wetzel. 1983). Son altération peut provoquer des
changements dans fa composition des espéces, diminuer ou augmenter le niveau de productivité
primaire et ainst perturber les niveaux d’organisation de 1'écosysteme. L’eutrophisation par les
algues a €1€ 'une des premicres grandes préoccupations des scientifiques qui ont étudié les
dommages causés au milieu aquatique. Vu son rdle capital, le phytoplancton, a été trés vite
considéré comme un bon indicateur pour évaluer les perturbations cngendrées par les polluants.
Les micro-algues servent d’ailleurs depuis longtemps d’indicateur de toxicité lors d’évaluation cn
laboratoire (Blaise ef al., 1986; Couture er al., 1985. Blank et al., 1984 Boyl. 1984; Chiaudani ct
Vigh, 1978; Miller et al.. 1978).

L algue S. capricornutum cst I'une des especes phytoplanctoniques les plus utilisées lors
d’essais en laboratoire. Cette derniére a été retenuc pour I’élaboration de ['essai normalisé
d’inhibition de la croissance sur 96 heures (Blaise et al., 1986, Miller et al.. 1978). Unc étude
évaluant la toxicité d’élutriats de sol et de sédiments sur trois organismes aquatiques, soit le

cladocere Daphnia magna. actéri ines thrio fischeri et I'algue S. capricornutum, a
cladocere Daphn la bactéric luminescente Vibrio fisch tl



permis de verifier que cette derniere manifestait une sensibilité supérieure aux autres especes de
I"essal (Keddy er al., 1994). Son ubiquit€. sa sensibilité et son utilisation répandue en laboratoire
ont fait de S. capricornutum un choix intéressant pour le développement d'un essai algal capable
d’estimer le potentiel toxique de sédiments

La figure | présente une photo de |'algue prise avec un microscope a fluorescence
S. capricornutum est une algue en forme de croissant dont la taille est de 7.5 um de longueur pai

2.1 um de largeur. Ses dimensions lui conferent un volume cellulaire moyen de 71.8 um

Goncalves et al., 1988)

L'image a ete grossie 400 fois

Figure 1 L’algue Selenastrum capricornutum vue par microscopie a fluorescence

Les tests avec phytoplancton actuellement utilisés ne peuvent mesurer que la toxicité de
la phase liquide des sédiments (eau interstitielle). Malgré la pertinence de cette €valuation, la
mise en évidence de la toxicité des sédiments entier pose des difficultés. Plusieurs essais effectués
avec la bactérie Vibrio fisheri (Microtox phase solide et liquide) ont par ailleurs démontré que
I’effet toxique obtenu avec I'eau interstitielle, les €lutriats et les extractions aux solvants était

beaucoup plus faible que I'effet observé lors de contact direct avec des organismes (Tay er al..



1992; Kwan et Dutka, 1992; Brouwer et al., 1990). Ces connaissances nous ont amenées a

favoriser le développement d’un essai de contact direct du phytoplancton avec les sédiments.

1.2 LES INDICATEURS DE STRESS CHEZ LES ORGANISMES AQUATIQUES

Les organismes doivent continuellement s’adapter aux variations de leur milieu par des
mécanismes permettant de maintenir leur équilibre homéostatique. Cette adaptation fait appel 2 1a
régulation de mécanismes physiologiques et (ou) biochimiques. Des études toxicologiques
exploitent de tels mécanismes comme indicateurs de stress (Dumont, 1993). Par exemple, certains
systémes enzymatiques réagiront a une agression chimique. On a ainsi démontré que chez le
poisson les métalloprotéines sont activées en présence d’une contamination par des métaux; dans
un milieu pollué par des substances organiques, on constate une activation des oxydases a
fonctions mixtes (Stegeman et al., 1992). Parmi les producteurs primaires, les travaux de Byl et
Klaine (1991) ont révélé que les peroxydases étaient induites chez Hydrilla verticillata, une
plante aquatique, aprés une exposition aux herbicides. L’activité de la galactosidase a également
été utilisée comme indicéteur biochimique de stress toxique chez les algues (Peterson et Stauber,
1996). A la fin des années 1980, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux estérases pour mettre
en évidence les effets toxiques de contaminants sur le phytoplancton (Saint-Laurent et Blaise,
1995; Cachot et al., 1994; Gilbert et al., 1992; Ménard, 1992; Gala et Giesy, 1990; Dorsey et al.,
1989). Ces études ont démontré que cette classe d’enzymes répondait trés bien au stress provoqué
par les contaminants. Par conséquent, les estérases ont été sélectionnées comme un des
indicateurs de stress chez S. capricornutum et le principe de 1’essai repose donc en partie sur la

capacité des contaminants a inhiber I’activité estérasique diminuant ainsi la fluorescence.

1.3 LES ESTERASES ET LE DIACETATE DE FLUORESCEINE

Les estérases sont des enzymes cytoplasmiques présehtes chez toutes les especes
d’algues. Le diacétate de fluorescéine (DAF) fut utilisé pour révéler leur activité (Rotman et
Papermaster, 1966). Le DAF, molécule hydrophobe, pénetre facilement les algues. 1l est composé
de deux acétates et d’une molécule de fluorescéine. Les estérases des algues, en clivant le lien
ester, permettront la libération de la fluorescéine, celle-ci étant hydrophile, elle demeurera captive

du cytoplasme des cellules vivantes dont la membrane est en bon état physiologique (Dorsey et



al., 1989; Combrier et al., 1988). La fluorescéine est une molécule qui émet dans le vert 2 530 nm
lorsqu’elle est excitée & 480 nm. Son intensité d’émission dépendra de I’activité des estérases, de
I’état métabolique de la cellule, du pH intracellulaire et de I’intégrité membranaire (Gala et Giesy,
1990; Aeschbachcr, et al., 1986; Prosperi, et al., 1986; Persidsky et Baillie, 1977). La diminution
de l'intensité de la fluorescence, mesurée a I’aide de la cytométrie en flux, permettra d’évaluer
principalement la réduction de P’activité estérasique et la perte d’intégrité membranaire, puisque

la fluorescéine pourra facilement s’échapper des cellules dont la membrane est endommagée.

1.4 LA CYTOMETRIE EN FLUX |

La Acytométrie en flux est utilisée depuis plus de dix ans comme outil de recherche en
milieu aquatique. Ses avantages sont rapportés dans plusieurs publications relatant son utilisation
dans de nombreux cadres de recherche tant au niveau écologique (Legendre et Yentsch, 1989;
Olson, 1989; Li 1989) que toxicolbgique (Yentsbh et‘ Campbell, 1991; Cucci et al., 1989; Dorsey
et al., 1989; Bonaly-Cantarel, 1988; Berglund ¢t Eversman, 1988). Le développement de 1’essai
décrit déns le présent rapport a été possible grice aux avantages qu’offrent la cytométrie en flux,
notamment ﬁour la ségrégation des différentes particules 2 partir de leurs qualités optiques
spécifiques. »

Le cytoméfre mesure les signaux lumineux émis par chacune des particules (cellules ou
autres) passant par la chémbrc de lecture: ce sont les paramétres optiques. Ces signaux seront mis
- a profit pour évéluer I’activité estérasique ou I’intégrité membranaire ainsi que pour séparer les
algues des particules sédimentairés. Cinq parameétres optiques sont captés simultanément sur
chacune des particﬁles, soit la lumiere diffusée aux petits angles, qui est corrélée avec la taille, la
lumiere diffusée a angle droit, qui permet-1’étude de la réfringence et de la complexité du
cytoplasme et l’émiséion de fluorescence a trois longueurs d’ondes (530 nm, 585 nm et 650 nm).
L’intensité de chacun de ces paramétres permettra la ségrégation des particules par groupe
possédant des caractéristiques optiques similaires. Ainsi, S. cabricomutum, présentant des
qualités. optiques spécifiques et constantes, sera ainsi bien définie. La création de barriéres autour
d’un groupe (algues ou sédiments) limitera l’a‘cqu’isition des données associées aux algues

uniquement en éliminant le bruit de fond causé par les sédiments.



2 Matériel et méthodes

21 MATERIEL
2.1.1  Culture des algues

La micro-algue verte S. capricornutum utilisée pour effectuer les essais est mise en
culture dans un milieu nutritif spécifique. Ce milieu contient les macro- et miéroélément_s
~ essentiels  sa croissance. Le pH du milieu est ajusté a 7,5 £ 0,1 en utilisant des solutions de HCl
ou NaOH 2 0,1N. Le milieu est filtré 2 0,45 wm afin d’assurer sa stérilité, puis un volume de 500
mL est transféré stérilement dans un erlenmeyer de 2 L et conservé 3 4 °C. On obtient une culture
d’algues en ajoutant dans I’erlenmeyer un inoculum de 100 pL d’algues (2 x 10 cellules/ 100 pL)
provenant d’une culture en phase logarithmique de éroissance' (c.-a-d. agée de 5 a 7 jours). Le
milieu inoculé est ensuite incubé a 24 °C pendant 7 jours sous agitation (100 rpm) et luminosité
cohtinues. Pour réaliser les essais, une culture dgée de 628 jours est utilisée. Le lecteur qui
voudrait en connaitre plus sur ’entretien des algues est prié de se référer au rapport SPE 1/RM/25

(Environnement Canada, 1993).

2.1.2  Solutions de travail

2.1.2.1 Diacétate de fluorescéine (DAF)
Le diacétate de fluorescéine est solubilisé dans l’acetone Dans une fiole jaugée dc

100 mL, verser environ 60 mL d’acétone, ajouter 0,250 g de DAF, puis completervavec I’acétone.
On obtient ainsi une solution ayant une concentration de 6 mM de DAF. Recouvrir la fiole jaugée
de papier d’aluminium afin de garder la solution de DAF a I’obscurité, puisqu’elle est

photosensible. Conserver cette solution a 4 °C pour une durée de 3 mois maximum,

2.1.2.2 Bicarbonate de sodium
Le bicarbonate de sodium (NaHCO,) a servi de milieu d’essai lors de I’expérimentation.

\

Afin de maintenir une osmolarité identique a celle du milieu de culture algal, 56,6 mg de
NaHCO, sont ajoutés & 1 L d’eau purifiée. Le pH est ensuite ajusté a 7,5 £ 0,1 en ajoutant |

quelques gouttes d’acide chlorhydrique IN. Cette solution doit étre stérilisée a 1’aide d’une



membrane filtrante de 0,45 pm, puis mise en bouteille (stérile) et conservée a 4 °C pour une

période n’excédant pas quatre mois.

22  METHODE
2.2.1 Procédures de I’essai de diminution de la fluorescence chez I’algue

2.2.1.1 Préparation de la suspension d’algues
Transférer stérilement 150 mL de la culture d’algues dans un bécher. Déterminer la

concentration cellulaire tel que décrit dans la méthode n° CPQ403EO (Centre Saint-Laurent,
1996). L’essai nécessitant un volume de 350 ml. d’algues 2 une concentration de
I x 10°cellules/ mL, le volume et la suspension d’algues finaux devront étre ajustés en

conséquence.

2.2.1.2 Préparation des concentratzons d’essais :
~ La réalisation de 1’essai requiert 6 g de sédiments temoms et 6 g de sédiments soumis a

I’essai. La préparation des tubes (20 x 150 mm) est décrite au tableau 1. Chaque concentration
s’effectue en triplicata (3 x tubes par concentration).

Py

Tous les tubes doivent étre fermés hermétiquement 2 I’aide d’une pellicule de
Parafilm™, puis placés dans un agitateur a rotation verticale continue (20 a 25 RPM).
L’exposition se réalise a la température de la piéce (24 °C) pendant 4 et 24 heures.

La figure 2 présente une schématisation des étapes a suivre pour la réalisation de 1’essai.



Tableau 1
Préparation des concentratlons d’essais pour la réalisation du test avec algues en
phase solide
Identification des tubes Suspension d’algues Sédiments (g) - Concentration de sédiments (% p/v)
(mL)

Témoin algues - 10 .0 : 0
Témoin sédiments o 1 10
Témoin algues et v .20 o 2" 10
sédiments _

10 % 20 : 2" 10
5% 10 10 5
2,5% 10 10 25
1,25 % ' 10 10 1,25
0,63 % 10 10 0,63
031% 10 10 031
0,16 % 10 . 10 , 0,16

* Ajouter 10 mL de NaHCO,

- **Agiter le tube et en retirer 10 mL.,
***¥Faire des dilutions en série 1 ; 2 4 partir du fube identifié 10 % jusqu'a 0,16 % en retirant 10 mL (dilution 10 : 20).

2.2.1.3 Mesure de la fluorescence liée a Pactivité estérasique et & intégrité membranaire

Avant de procéder - aux lectures cytométriques, il est nécessaire d’examiner au
Amicroscopc a fluorescence le contenu des sédiments témoins et d’essais afin de vérifier s’ils
renferment d’autres especes d’algues pouvant se confondre avec S capricornutum. Dans
I’affirmative, il faut s’assurer qu’ellesvn’interférent pas avec les propriétés optiques de ’algue. Le
témoin sédiments le confirmera.

L’exposition de 4 ou 24 h terminée, faire sédimenter cinq minutes puis effectuer les

étapes suivantes :

e Retirer 2 mL de surnageant de chacune des éprouvettes contenant les sédiments
d’essais a 10 % p/v. Transférer dans les tubes de lectures cytométriques (tube en
polystyréne 12 x 75 mm Falcon™). Répéter ces opérations pour le sédiment d’essai a
5 % plv, le sédiment témoin et le témoin algues.

e Passer les tubes au cytometre en commengant par le groupe d’algues témoins afin
d’évaluer I’autofluorescence verte. Aprés lecture du premier tube, ajouter 10 uL. de la
solution de diacétate de fluorescéine A 6 mM (concentration finale de DAF de 30 uM,
0,05 % acétone). Régler le temps d’incubation a 15 min au moyen d’un chronomeétre.
'Procéder identiquement pour le groupe de sédiments témoins puis pour le groupe de
sédiments d’essais & 10 % p/veta s % p/v.



e Pendant la période d’incubation de 15 min, préparer les autres tubes cytométriques en
~ transférant 2 mL des éprouvettes contenant de 2,5 % p/v a 0,16 % p/v de sédiments
d’essais.

e L’incubation de 15 min terminée, repasser tous les tubes au cytometre afin d’évaluer
I’activité estérasique. '

» Lorsque les lectures sont terminées, répéter les mémes étapes pour les groupes.
restants. ' ' '



Culture d’algues en phase'logérithmique de croissance.
Diluer la culture avec la solution de NaHCO, afin d’obtenir
un volume de 350 mL 3 10°cellules / mL

~ Transférer 10 mL dans chacune des éprouvettes,
a I’exception des sédiments témoins et du groupe d’essai a 10 % p/v

Introduire 2 g de sédiments témoins et 2 g de sédiments d’essais a 10 % p/v
dans les éprouvettes appropriées en triplicata

, ‘Ajouter 20 mL de la solution algale 4 10° cellules / mL
dans les éprouvettes témoins et 10 % p/v de sédiments d’essais.
Effectuer les dilutions 1 : 2 a partir des éprouvettes 10 % de sédiments d’essais.

l

Dilutions en série (suite p. 9)

Figure 2 Schéma des étapes du protocole de ’essai chez S. capricornutum
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Incuber 4 h et 24 h sous rotation (20 4 25 RPM), 4 la température de la picce.

Examiner les sédiments . Fin de I’incubation, sédimentation 5 min.
au microscope a fluorescence. l

Retirer 2 mL de surnageant.
des tubes de sédiments d’essais a 10 et 5 % p/v.
Lectures cytométriques avant ajout DAF.

Ajout de 10 uL. de DAF 6 mM

Incubation 15 min puis lectures au cytométre
Analyses des résultats sur LYSYS II
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2.2.1.4 Traitement des données

Utiliser le logiciel LYSYS II pour le traitement des données. La mesure de ’activité des

estérases se fait telle que décrit a la Section 13 de la méthode n” CPQ403EO (Centre Saint-

Laurent, 1996). En voici un bref résumé :

ou

Créer un histogramme présentant les lectures en fluorescence verte (530 nm) de
I’échantillon d’algues témoins avant et aprés l’ajout de DAF. Les essais étant
conduits en triplicata pour chacune des concentrations, on aura donc un recouvrement
(“overlay”) de 6 histogrammes, c’est a dire trois avant I’ajout de DAF (mesure de
1’autofluorescence) et trois aprés ajout de DAF.

Sur cet histogramme, définir, a I’aide de marqueurs, la borne inférieure et supérieure
de la fluorescence émise par la population d’algues aprés 1’ajout de DAF. Créer un
deuxiéme marqueur sur la population dont les lectures ont été prises avant 1’ajout de
DAF. Une figure analogue a celle presentee a la figure 3 devrait étre obtenue.
Sauvegarder ces marqueurs. :

En reprenant individuellement les données de chaque réplicat d’algues témoins,
calculer a I’aide des marqueurs la proportion d’algues contenue dans la fenetre 1
(marqueur 1) puis dans la fenétre 2 (marqueur 2).

Déterminer également le pourcentage de cellules de chacune des fenétres pour tous
les autres groupes soumis a I’essai.

Estimer la perte de fluorescence de la fagon suivante :

St—Se

DF = x100

DF = diminution de la fluorescence, exprimée en %
St = % moyen d’algues localisées au niveau du marqueur 1 chez le groupe algues-

sédiments témoins.

Se = % moyen d’algues localisées au niveau du marqueur 1 pour un groupe

d’essai.
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48

AVEC DAF

1,

N OMBRE DE CELLULES

:‘ X

s , " X
N il an St ‘
. 12 103 g4

L  FLUORESCENCE 530 NM (VERT)

- Figure3 Création des marqueurs a partir des populations d’algues témoins marquées et
non marquées par le DAF

A partir de ces calculs, une courbe concentration-réponse présentant le pourcentage de
diminution de la fluorescence (en ordonnée) en fonction du pourcentage de sédimehts (en
abscisse) est créée. L’estimation de la concentration efficace qui diminue la fluorescence de 50 %
(CE,,) est obtenue a I’aide d’une droite de régression tracée a partir des points localisés dans la
partie linéaire de cette courbe. La régression est de type Y = a + bX, ou Y représente le
pourcentage de perte de fluorescence (50%); a représente 1’ordonnée a 1’origine; b, la pente de la
droite de régression; et X, la concentration des sédiments (CE,,). L’évaluation des CE,, se fait par

prédiction inverse selon I’équation suivante :

CEso = 0-—a
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2.3 Travaux exploratoires

Le développement d’une méthode nécessite des travaux préliminaires afin de choisir
Jjudicieusement les paramétres méthodologiques qui permettront 1’obtention d’une réponse
biologique optimale.

Les premiéres expériences s’orientent vers I'élimination du bruit de fond causé par les
sédiments Jors du passage de I’échantillon dans le cytometre. Les parametres optiques spécifiques
a §. capricornutum permettent de bien séparer les événements associés aux algues de ceux
attribuables aux sédiments. Le but de cette expérimentation est de vérifier le temps nécessaire 4 la
disparition de la fluorescence chlorophyllienne de cellules mortes puisqu’elle constitue un des
paramétres pour I’élimination du bruit de fond. Ainsi nous devions répondre a la question
suivante: est-ce que les cellules mortes se confondront avec les sédiments éliminant ainsi toute
possibilité de lectures cytométriques? ‘

Les fluorescences liées au DAF et a la chlorophylle ont ét€ évaluées sur une population
d’algues témoin et traité 120 s aux micro-ondes. Des lectures cytométriques ont été effectuées sur
ces deux groupes aux temps O, I, 2, 4 et 24 h. Afin de s’assurer de la 1étalité des cellules
provenant du groupe traité et de la viabilité des cellules témoins, un aliquote de 100 pL de chacun
des deux groupes a été ensemencé dans un volume de 100 mL de milieu nutritif. Suite a une
incubation de 96 h, la viabilité a été vérifiée par microscopie et a I’aide du cytometre en flux. Le

protocole est présenté a la figure 4.
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Culture d’algues en phase logarithmique de croissance.

l

200 mL Témoin 200 mL micro-ondes 120 s

\

100 pL. dans 100mL 100 pL dans 100 mL
de milieu nutritif Lectures  de milieu nutritif
cytométriques

A 4

I o

Incubation 96 h a 24 °C ' Incubation 96 h 4 24 °C
Lectures cytométriques ‘ Lectures cytométriques
Observations microscopiques . Observations microscopiques

Figure 4 Protocole eXpérimental de dégradation de la chlorophylle des algues par micro-
ondes.
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Les sédiments entrainant avec eux une portion substantielle d’algues lors de la

sédimentation, le maintien d’une concentration suffisante d’algues dans le sumageant pour

' l’aﬁalyse cytométrique est donc également capital. On doit s’assurer du passage de 2000 cellules
dans la chambre de lecture du cytométre en dega de 2 min. Des expériences ont été réalisées afin
d’estimer la quantité de sédiments maximale 2 introduire dans le milieu d’essai et d’évaluer
P’inoculum cellulaire idéal pour les mesures cytométriques.

La recherche s’est poursuivie dans le but de sélectionner une concentration de DAF
révélant I’activité estérasique ou la perte d’intégrité membranaire sans ambiguité dans un court
laps de temps. Des sédiments non toxiques 2 une concentration de-10 % p/v ont été incubés en
présence de 10° cellules / mL pendant 4 h sous rotation continue 2 la témpérature dela piécé,. Des
cinétiques estérasiques in vivo réalisées avec 30 et 60 uM de DAF ont été effectuées. Des lectures
cytométriques prises régulierement suite 2 I’ajout de DAF ont permis de tracer les cinétiques-

estérasiques.






3 Résultats et discussion

3.1 SEGREGATION DES ALGUES PAR CYTOMETRIE

Le succés de I’essai reposait sur la séparation des algues et des sédiments. Deux
méthodes ont été évaluées dans ce but : (1) la filtration de I’échantillon et (2) la ccntrifugation.
Aucune cependant ne s’est révélée efficace. La cytométrie en flux est alors apparue comme la
seule vot"frant cette possibilité. L’élimination du bruit de fond s’effectue par le simple ajout de
barri¢res optiques positionnées autour de la population désirée, soit celle des algues ou des
sédimehts. Le but des premitres expérimentations était donc d’isoler les algues baignant parmi
les particules sédimentaires par I’addition de barriéres optiques.

Il fallait au -préalable s’assurer que les particules sédimentaires ne bloqueraient pas le
cytomeétre, celui-ci n’acceptant que des particules de taille inférieure 2 150 pm. I est reconnu
qu’une sédimentation de 5 min élimine les particulesv de sable et de limon de plus de 25 pm de
diamétre (Courchesne, F. et S. Savoie, 1991). Quelqucs, essais ont démontré qu’une
sédimentation de plus de 10 min entraine une perte substantielle d’algues, celle-ci fut donc
limitée & 5 min. ‘ |

Les premiers essais ont &té accomplis avec des sédiments témoins provenant du lac
Saint-Louis. Une solution d’algues de 4 x 10° cellules / mL baignant dans le milieu d’essai a été
ajboutée aux sédiments afin d’obtenir une concentration de 10 % (p/v) de sédiments. Aprés une
agitation de 30 s, une sédimentation de 5 min a été effectuée. Un volume de 1 mL a été prélevé
du surnageant et analysé au cytomeétre sans la présence de barridres optiques. Le nombre
d'événements (algues et sédiments) évalué par le cytométre était cependant trop élevé, le systéme
informatique n’ayant pas la puissance requise pour traiter un si grand nombre de données. Une
premicre sélection devait donc &tre réalisée afin d’éliminer une bonne partie des événements
indésirables. Un échantillon d’algues a ét€ passé dans l’appareﬁ :afin de mettre en place un seuil
d’acquisition. Celui-ci a ét€ effectué sur la taille cellulaire (paramétre optique FSC), limitant ainsi
Pacquisition des données a tous les événements qui étaient de taille égale ou supérieure aux

algues. Ce seuil a ét€ établi a 300 unités relatives de lumiere.
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Afin d’éliminer completement le bruit de fond causé par les sédiments, on a misé sur les
propriétés optiques de S. capricornutum pour bien circonscrire la population. Ainsi, la
chlorophylle (A 650 nm) des algues a été I’'un des paramétres optiques jugée le plus adéquat pour
les discriminer des sédiments. La taille cellulaire (FSC) spécifique de S. capricornutum a
également été retenue.

Notre intention étant de tracer une barriére autour de la population d’algties en fonction
de la taille cellulaire et de la chlorophylle on devait savoir si la fluorescence chlorophyllienne des
algues ayant subit une exposition a un sédiment toxique de 4 et 24 heures posséderaient le méme
patron optique que les cellules saines. Afin de répondre 4 cette interrogation, nous avons envisagé

la pire des situations soit le cas ou toutes les cellules seraient mortes aprés quelqi.les heures. Des
cellules algales ont donc été tuées intentionnellement par micro-ondes.

Les résultats ont confirmé la mortalité des algues du groupe traité aux micro-ondes aprés

96 heures d’incubation. Une observation visuelle des solutions d’algues témoin et traité a permis
de constater que la solution était demeurée transparente pour le groupe traité et que le gfoupe
témoin présentait une coloration verte évidente. Nous avons confirmé par microscopie a
fluorescence qu’aucune cellule du groupe traité n’avait survécu puisqu’il ne restait que des débris
cellulaires 2 Vinverse du groupe témoin pour qui les algues étaient abondantes et saines
(fluorescence chlorophyllienne trés intense). L’ activité estérasique et 1’intégrité membranaire ont
aussi 66 vérifices par cytométrie en flux. Ces deux parametres ont €t€ jugés excellents chez le
groupe témoin mais puisqu’il ne restait que des débris cellulaires et qu’aucune émission de
fluorescence chlorophyllienne n’a été décelée pour le groupe traité, les analyses cytométriques
n’ont pu étre réalisées sur ce groupe. |

L’analyse a I’aide du DAF des deux paramétres (activité estérasique et intégrité
membranaire) a fait ’objet d’un suivi dés les premires heures suite au traitement des algues aux
micro-ondes. Aux temps 0, 1, 2, 4 et 24 h, des lectures cytométriques ont été prises en triplicata
sur les groupes traité et témoin. Dans le but de vérifier la présence d’une augmentation de
ﬂi.lorescence, des tests de Student ont été effectués sur les résultats obtenus avant et aprés I’ajout
de DAF. Une augmentation significative de fluorescence verte certifie la présence d’une activité

métabolique et de I’intégrité membranaire. Le tableau 2 présente les résultats de ces tests.
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Tableau 2
Tests de Student (p < 0,05) pour I’évaluation de la fluorescence verte (530 nm) chez les
groupes témoin et traité aux micro-ondes avant et aprés incubation au DAF.

Groupes Temps' . n Tests statistiques
(heures) H, : x URF" sans DAF = x URF avec DAF
Témoin Q 3 (10,10=99,02) rejetée
1 3 - (8,71=103,95) rejetée
2 3 (8,48 = 148,48) rejetée
4 - 3 (8,29 =254,63) rejetée
24 3 " (6,787 = 205,88) rejetée
Traité 0 3 (9,82 =99,147) rejetée
1 3 (9,42 = 114,28) rejetée
2 3 (9,00=65,75) rejetée
4 3 (9,39=19,50) rejetée
24 3 (14,07 = 18,80) acceptée

* : temps alloué entre chaque lecture cytométrique aprés le traitement aux micro-ondes

** . unités relatives de fluorescence

Selon les résultats, nous observons pour tous les grbup‘es témoin et traité la présence
d’activité estérasique. Par contre, pour le groupe traité on assiste & une baisse graduelle de la
fluorescence verte (530 nm) jusqu’a sa disparition aprés 24 h signiﬁant la perte de I’activité
métabolique ou d’intégrité membranaire. Au temps 4 h, I'analyse statistique confirme une
différence significative avant et apreés ajout du DAF. En regard des valeurs obtenues, la trés faible
fluorescence liée au clivage du DAF a ce temps indique un affaiblissement notable de 1’activité
estérasique ou de I’intégrité membranaire.

La fluorescence chlorophyllienne a également été mesurée par cytdmétrie aux cinq
temps mentionnés ci{haut, Les moyennes obtenues pour chacun des groupes et les résultats des
tests de comparaison multiple (Tukey p < 0,05) sont fournis au tableau 3. Ces résultats
démontfcnt que la tendance est la méme que celle observée pour la fluorescence verte, ¢’est a dire
que I’émission de fluorescence chlorophyllienne  diminue significativement aprés 24 h. Par
contre, I’émission de fluorescence est beaucoup moins élevée (5 fois moins) chez le groupe traité
par rapport au groupe témoin, et ce dés le temps 0, laissant supposer des domrhages au systéme

‘chlorophyllien.
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Tableau 3
Tests de Tukey (p < 0,05) pour I’évaluation de la fluorescence chlorophyllienne chez les
groupes témoin et traité aux micro-ondes. Les groupes possédant les mémes lettres ne sont
pas significativement différents entre eux.

Groupes Temps’ n Moyennes Résultats tests statistiques
(heures) FL3"
Témoin 0 3 1450 a
1 3 1454 a
2 3 1436 a
4 3 1386 b
24 3 1117 b
Traité _ Of 3 121 c
1 3 288 c
2 3 271 c
4 3 294 c
24 3 136 d

* : temps alloué entre chaque lecture cytométrique apres le traitement aux micro-ondes

- %% ; flyorescence chlorophyllienne (650 nm)

La diminution de fluorescence chlorophyllienne est illustrée aux cytogrammes présentés
a la figure 5. On observe une réduction de la fluorescence en fonction du temps chez le groupe
traité par rapport au témoin. Puisque les tests seront réalisés sur une période d’exposition de 4 et
24 h, les barri¢res d’acquisition ne pourront €tre établies autour de la population d’algues étant !
donné qu’elle se déplace en fonction du temps et probablement de I’atteinte toxique. Il a donc été
convenu d’€tablir les barrieres d’acquisition sur les sédiments.

Tel qué le- montre la figure 6, I'utilisation de la taille cellulaire en fonction de la
fluorescence chlorophyllienne s’e’st‘ avérée appropriée pour circonscrire les deux groupes, soit les
algties, localisées a droite du cytogramme et les sédiments situés dans la barriére R1. Précisons
que I’acquisition des données a été réalisée sur 10 000 événements. Le cytogramme 1 de cette

figure présente une population d’algues. Le cytogramme 2 montre des algues en présence de
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sédiments. Ceux-ci n’ayant pas la méme signature optique que les algues, leur séparation est
facilitée. La mise en place de la barriére R1 sur les sédiments élimine presque en totalité le bruit
de fond tel qu’illustrée au troisiéme cytogramme. Ceux-ci interférent trés peu lors de I’acquisition

des données relatives aux algues.
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3.2 SELECTION DES CONCENTRATIONS D’ALGUES ET DE SEDIMENTS
La séparation des algues et des sédiments réalisée, le choix des: conéentrations
respectives restait a fixer afin d’établir les paramétres méthodologiques optimaux et ce, dans le
respect des deux principales conditions suivantes :
e un inoculum d’ algues optimal qui permet l’acquisition cytométrique sur 2000 algues
en deca de 2 min en présence des sédiments;

® une concentration maximale de sédiments entrainant une perte minime d’algues lors
de la sédimentation afin de respecter la premiére condition.

Cinq essais ont été réalisés et.sont présentés au tableau 4.

_ Tableau 4 v .
Conditions des essais pour la sélection des chcentrations d’algues et de sédiments
Numéro de I’essai Concentration de sédiments Concentration d’algues
(Condition) v " (% p/v en poids humide) " (cellules / mL)
1 ' 0 ' 500 000
2 10 1 GO0 000
3 20 1000000
4 50 ' 1 000 000
5

50 4 000 000

Le temps de sédimentation fixé & 5 min a été respecté pour chacun des essais. Un
‘volume de 1 mL du surnageant fut ensuite transféré dans les tubes pour les lectures
cytométriques. Les conditions des essais 1 et 4 n’ont pas permis de bien démarquer la population
d’algues au cytometre. Dans le premier cas, la concentration d’algues était trop faible. Dans
Iautre, la densité élevée des sédiments occasionnait une perte considérable de cellules lors de
I’étape de sédimentation. L’essai 3 semblait plﬁs prometteur mais le temps d’acquisition des
données sur 2000 cellules était nettement supérieur a 2 min.

Pour ce qui est des conditions 2 et 5 la population‘ d’algues était bien définie au

cytometre et le-temps d’acquisition sur 2000 cellules se situait autour de 2 min, indiquant une
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concentration cellulaire adéquate. Dans le cas de I’essai no 5 cependant un nombre trop €levé
d’événements occasionnait des erreurs au niveau du systéme informatique. Les conditions liées
au deuxiéme essai, soit une concentration de sédiments de 10 % p/v et une concentration de

1 x 10° cellules / mL, ont donc été retenues pour le protocole expérimental.

33  CINETIQUES ESTERASIQUES

L’activité estérasique de S. capricornutum a été évaluée a I’aide du DAF. L’objectif
consistait a définir le temps d’incubation et la concentration de DAF optimaux. Ainsi, des
cinétiques estérasiques in vivo ont été réalisées avec et sans la présence de sédiments. Rappelons
ici que les sédiments utilisés pour effectuer ces essais provenaient du lac Saint-Louis. Lés,

conditions des essais sont indiquées ci-apres :

e 30 uM de DAF et 10° cellules / mL |

e 30 puM de DAF, 10° cellules / mL et les sédiments (10 % pN) |
¢ 60 uM de DAF et 10° cellules / mL

¢ 60 uM de DAF, 10° cellules / mL et les sédiments (10 % p/v)
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Figure 7 Kvaluation des cinétiques estérasiques chez S. capricornutum pour 30 uM et
- 60 uM de diacétate de fluorescéine. URF : unités relatives de fluorescence

.

Les cinétiques estérasiques obtenues démontrent des modeéles différénts en fonction de la
présence ou de I’absence des sédiments. Théoriquement, une courbe de cinétique enzymatique
présente une phase de plateau, ou phase stationnaire, caractérisée par un équilibre entre le niveau
de formation du substrat et son relargage dans le milieu (Lenhinger, 1982). Le modéle
conventionnel a été obtenu pour les cinétiques estérasiques en I’absence de sédiments. Par contre,
tel que démontré a la figure 7, la présence de s€diments réduit la durée de la phase de plateau. I
y a rapidement diminution d’émission de lumiére laissant supposer une perte de ﬂuores;:éine, qui
pourrait résulter d’une réduction de la perméabilité membranaire causée par 1’effet abrasif des
sédiments sur les parois cellulaires. Il apparait donc important d’effectuer les lectures rapidement
apres I’incubation de 15 minutes avec le DAF.

La fluorescence maximale pour toutes les cinétiques estérasiques est atteinte aprés une

exposition de 12 4 25 min au DAF. La figure 7 indique également que 1’écart entre les cinétiques
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estérasiques effectuées avec 60 uM de DAF est plus grand que celui retrouvé entre les cinétiques
estérasiques obtenues avec 30 uM. En présence des sédiments, les algues soumises a2 60 uM de
DAF émettent une fluorescence maxjmale tandis qu’en absence de sédiments, leur fluorescence
est nettement plus faible. Le caractére hydrophobe de 1a molécule de DAF expliquerait en partie
- cette situation. L’ajout de sédiments pourrait favoriser une diminution de la polarité du milieu
augmentant ainsi ses propriétés hydrophobes. Le DAF se solubiliserait donc mieux en présence
de sédiments. Par contre, a uné concentration de 60 uM de DAF, la solubilité dans un milieu
polaire serait plus faible expliqliant les valeurs peu élevées de fluorescence émise par les algues
en I’absence de particules sédimentaires. Cette concentration de DAF poserait des problémes lors
de 1a lecture de la fluorescence pour le témoin algal qui ne contient pés de sédiments. Notre choix

s’est donc fixé sur I’emploi de 30 uM de DAF. La période d’incubation a été établie a 15 minutes.

34  CONTROLE DE QUALITE
3.4.1 Carte de contréle | |

Selon le document d’orientation sur le contrdle de la précision des essais de toxicité, il
est recommandé d’établir une carte de controle également dénommée “cartes des moyennes”
(Environnement Canada, 1990). Cel_le%:i est obtenue a partir de 1’ajout dans le 'temps des CE,,
calculées 2 partir d’un méme sédiment de référence. Ce diagramme présentera la date de 1’essai
en abscisse et la CE,, en ordonnée. Une plage de variabilité admise pour les essais est ainsi
calculée afin de vérifier sa fiabilité,

Une carte de contrdle, présentée a la figure 8, a été créée a partir de six e_sséis réalisés
avec le sédiment de référence Sud-1 (lac de la région de Sudbury, Ontario). Les valeurs des CE,,
ont été obtenues suite a une'exposition de 4 h. Selon 'US EPA (United States Environmental
Protection Agency), I’établissement des limites d’avertissement et. de contréle ne devrait pas se

faire avant la réalisation d’au moins cing essais.
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N.B. Chaque lozange représente une CE, accompagnée de ses intervalles de confiance 2 95 %

Figure 8 Carte de contrdle des CE,, obtenues avec le sédiment de référence SUD-1 de
Sudbury, INRE Burlington '

Les cing derniers essais montrent une faible variabilité, telle que mise en évidence par le
faible €cart entre les valeurs des CE,, et la moyenne. On se rappellera toutefois que les limites

d’une carte de contrdle peuvent changer dans le temps avec la venue de nouvelles données.
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La figure 9 illustre des histogrammes d’algues recueillies a la suite d’une exposition de
4 h avec le sédiment Sud-1. Ces histogrammes démontrent bien la progression de la toxicité.
Rappelons que la population d’algues localisée entre le marqueur 1 posséde une activité
estérasique et une intégrité membranaire normales, contrairement & celles du marqueur 2. On
nofera, a la concentration de 10 % p/v de sédiments, que la fluorescence des algues est a son plus
faible (marqueur 1) et qu’elle augmente au fur et 2 mesure que la concentration de sédiments

diminue.

3.4.2 Evaluation du seuil d’effet
En chimie analityque, le seuil d’effet correspond & la limite de détection. Il représente la
variabilité intrinseque liée a 1’essai. Celle-ci est due aux manipulations, & la précision des
appareils, aux réactifs ou 3 I’état physiologique du matériel biologique utilisé. L’estimation de
cette variabilité permettra de préciser une limite inférieure ol la variable d’effet mesurée sera
significativement différente du témoin.

Le seuil d’effet pour le présent essai a été déterminé 2 partir de trois essais réalisés dans

le temps avec des cultures d’algues différentes. Ce seuil correspond 8 % p/v pour les tests de 4
et 24 h. Ainsi, les valeurs de diminution de fluorescence égales ou inférieures 3 8 % p/v ne
peuvent étre considérées comme étant significativement différentes du témoin lors de 1’analyse
des données. Afin de préciser la variabilité du seuil d’effet, celui-ci devra étre estimé de fagon

périodique.
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3.5 APPLICATION DE L’ESSAI SUR DES SEDIMENTS FRAIS

Les premicres analyses ont ét€ réalisées sur des sédiments provenant du port de Montréal
(Québec), du lac Saint—Frangois (Québec) et du port de -Hamilfon (Ontario). I s’agissait de
vérifier la capacité de D’essai 2 discriminer la toxicité d’échantillons de sédiments de sources
diverses. Trois échantilllons de sédiment‘du port de Montréal ont été analysés en fonction du

temps afin d’évaluer la fiabilité de la procédure expérimentale. Le tableau 5 préselitc les résultats.

| Tableau 5
CE,, obtenues pour les essais réalisés sur les sédiments du port de Montréal, du lac Saint-
Frangois et du port de Hamilton '

CE

50
Provenance des sédiments (% p/v en sédiments) Intervalle de confiance
- ( poids humide)

" Port de Montréal (05-12-95) . ' 1,247 0,727 - 3,289

" Port de Montréal (12-12-95) 0,748 - 0,942 -2,408
»P,ort de Montréal (23-01-96) ’ 0,237 0,097 - 0,570
Lac Saint-Frangois (06-06-96) > 10 C >10
Port de Hamilton (02-02-96) - ) 1,659 - 1,410 - 4,412

Un test de comparaison multiple (Kruskal-Wallis, analyse par rang) a ét¢ effeCtué_ sur les
données des 5 échantillons. L’analyse a démontré que les sédiments du port de f\/Iontréal
indiquaient une toxicité significativement plus €levée que ceux provenant du port de Hamilton.
Aucune toxicité n’a été décelée pour le sédiment du lac Saint-Frangois & la plus forte
concentration testée (10 % p/v). Ces résultats suggerent que ’essai permet de bien discriminer le
niveau de toxicité des sédiments de sources différentes. |

1 est aussi intéressant de noter que la toxicité rapportée pour les sédiments du port de
Montréal augmente dans le temps. Les deux premiers essais, réalisés a deux semaines
d’intervalles, ont démontré un potentiel toxiqué similaire. Les pentes des droites de régression le
- confirment (12,37 pour le premier et de 13,34 pour le deuxiéme). Par contre, le troisiéme test,

effectué cinq semaines plus tard sur le méme échantillon de sédiments réhomogénéisés, a indiqué
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une nette augméntation de la toxicité (pente de 87,11). Ce phénoméne n’est probablement pas 1ié
a la précision de ’essai mais plutdt a des variations physico-chimiques résultant de 1’entreposage
prolongé des sédiments.

11 est reconnu que le temps de préservation des échantillons dé‘ sédiments 2 4 °C avant
I’évaluation de la toxicité par des bioessais ést' limité (Burton, 1995; Chapman, 1995). 1l est
| d’ailleuré recommandé que les essais sur les sédiments soient effectués dans les deux semaines
suivant I’échantillonnage. Des analyses de laboratoire ont démontré, par exemple, que les
concentrations d’ammoniaque pouvaient fortement varier au cours d’une année d’entreposage th
ainsi affecter la toxicité (Moore et al., 1995). Ce phénomene serait cyclique et non associé aux
- caractéristiques géophysiques des sédiments. Il ‘serait plutdt di aux cycles de ‘dégradation
bactérienne des composés organiques nitrifi€s (Ankley ef valf,, 1990). L’ammoniaque peut &tre un
facteur inﬂuéngant la toxicité réelle. Les changerhents de'pH, dé potentiel redox, 1’activité
bactérienne, efc., peuvent affecter la biodisponibilité des contaminants et étre responsables de

changements physico-chimiques entrainant également des variations dans le niveau de toxicité.

36  APPLICATION DE L’ESSAI SUR DES SEDIMENTS DE REFERENCE

-Une douzaine de sédiment‘s: de référence ont été obtchus de PlInstitut national de
recherché sur les eaux (INRE) de Burlington. Ces sédiments on é1é déshydratés et caractérisés
chimiquement (Institut de recherche sur les eaux, 1995). Certains d’entre eux étaient contaminés
par des composés organiques (PAH, BPC, chlorobenzéne), d’autres par des métaux traces.
L’essai a été réalisé en htilisan,t des temps d’exposition de 4 et 24 h. Les résultats des essais et des |

analyses chimiques sont consignés aux tableaux 6 et 7.
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: Tableau 6
Résultats des essais réalisés avec ’algue S. capricornutum sur des sédiments de référence
: suite & une exposition de 4 heures

CE,, (% piv) . CMEQ’ CSEO™ HAP - BPC Chiorobenzenes

Echantillons ~ Poidssec (% ph) %pl)  (gl®) (gl (ng/g

Polluants organiques

EC-1 0,16 (-0,27 - 0,56) 002 - <0,02 5-20 2,00

EC-2 0,35 (0,21 - 0,05) 0,04 002 0,530 1,16 0,02-0,2

EC-3 ' >10 5 .25 - 0,10,5 0,66 0,05-0,25

EC-4 o ND.™ ND." ~ ND.™  02-1,0 0,56

BC-5 N.D.™ ND.” ND.” 0,105 0,60

EC-6 ‘ >10 2,5 1,25 0,02-02 0,105

EC-7 o >10 5 25 00202 0,021 0,05-0,5
' 4 ‘ ' | : Concentrations totales

Polluants métalliques ' - As, Se, Hg en métaux traces (Lg/ g)

WQB-1 . 0,06 (-1,68 - 1,45) >0,16 <0,16  oui 1-2000

WQB-3 21,25 >0,16 <0,16 oui 1-1400

TH-1 0,925 (-0,82-252) 0,31 0,16 non 1-900

HR-1 ND.™ 1,25 0,63 non 0,3-1100

SUD-1 . 1,725 (-0,53 -3,93). 0,63 - 0,031 non ' 0,1-1000

* Concentration minimale d’effet observé.
** Concentration sans effet observé.

**+* Non déterminée, voir graphiques
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Tableau 7
Résultats des essais réalisés avec I’algue S. capricornutum sur des sedlments de référence
suite 2 une exposition de 24 heures

CE,, (% p/v) - CMEO' ‘CSEO" = HAP BPC Chlorobenzenes
Echantillons Poids sec (% p/v) (% ph) wg/g) (ug/z) - (ug/g
Polluants organiques ,
EC-1 0,08 (-0,16 - 0,30) 0,02 <0,02 5-20 2,00
EC-2 » 0,32(0,19-045)y 007 004 . 0530 1,16 0,02-0,2
EC3 >10 5 25 0105 0,66 0,05-0,25
EC-5 : >10 - 1,25 0,63 0,2-1,0 0,56 '
EC-6 ‘ >10 5 2,5 0,1-0,5 0,60
EC-7 ' 3,26 (2,11 - 4,50) 0,31 . 0,16 0,02-0.2 0,105 0,05-0,5
' - ‘ ~ Concentrations totales
Polluants métalligues C ‘ As, Se, Hg " en métaux traces (Ug/g)
WQB-1 2,35 (1,26 - 3,48) 0,59 029 - oui 1-2000
WQB-3 . <015 <0,15 <0,15 oui 1-1400
TH-1 v 1,57 (-0,31 - 3,41) 0,31 0,16 non ‘ 1-900
HR-1 >9 1,12 057  nom 0,3-1100
SUD-1 - 54 2,33 1,17___ non | 0,3-1100

* Concentration minimale d’effet observé.

** Concentration sans effet observé,

De fagon générale, les résultats présentés au tableau 6 démontrent, aprés I’exposition de
4 h, que les écﬁantillons contaminés par des métaux traces sont plus toxiques pour les algues que
ceux contenant des polluants organiques. Parmi tous les échantillons, WQB-1 semble le plus
toxique avec une CE,; de 0,059 % p/v. Les CE,, de EC-1 et EC-2 sont également trés basses, soit
de Iordre de 0,163 % p/v et de 0,349 % plv, reSpéctivement, tandis que TH-1 affiche une valeur
de 0,925 % p/v. ‘ v

Les courbes concentration-réponse des essais de 4 h ont été tracées a la figure 10. Elles
nous informent que des différences existent entre les écﬁantilions contaminés par des substances
organiques et ceux qui le sont par des métaux traces. En général, les sédiments riches en métaux
révelent une toxicité plﬁs élevée A I’exception de EC-1 et EC-2 fortement contaminés par des
HAP.
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Pour la majorité des échantillons, les concentrations-réponses présentent des courbes de
forme sigmoide. Par contre, cinq échantilions (WQB-1, WQB-3, HR-1, EC-4 et EC-5) présentent
des courbes en cloche suite & une incubation de 4 h. Dans le cas ol des CE,, ont été calculées, les
valeurs uﬁliséesv ont été sélectionnées parfni les données indiquant une toxicité aux faibles
concentrations de sédiments. Quelques hypothéses pourraient expliquer la forme en cloche des
ccourbes. Par exemple, la biodisponibilité des substances toxiqﬁes diminuerait aux concentrations

les plus élevées de sédiments. Il pourrait égalemént y avoir un masquage de la toxicité par des
‘ €léments nutritifs. Aux fortes concentrations, ceux-ci agiraient alors de stimulants du
métabolisme et camouflerajent 'Ifeffct de toxicité. Des réponses antagonistes entre différentes
molécules pourraient aussi se manifester aux concentrations les plus élevées. Par contre, tel que
démontré 2 la figure 11A et 11B, ce genre d’effet disparait en général aprés 24 heures
d’incubation. . | '

Le tableau 7 montre les résultats des essais obtenus aprés 24 h d’exposition. On
remarque que l’effet toxique des métaux diminue avec le temps a I’exception de 1’échantillon
WQB-3. Il semble y avoir une récupération des algues vis-a-vis de ce type de contamination. En
effet, il existe des polypeptides chez les algues 'capables de chélater les métaux tout comme le
font les métalloprotéines chez les mammiferes. Ces polypeptides, que Pon nomme .
phytochelatines, peuvent lier le Zn, Cd, Hg, Cu, Pb efc., et ainsi détoxiquer les cellules algales
d’un excés de métaux. Ces mécanismes de détoxication pourraient expliquer en partie la
diminution de la toxicité rencontrée avec'les contaminants métalliques en fonction du temps (de
Fillipis et Pallaghy, 1994).

En revanche, la toxicité des échantillons contaminés par des substances organiques
augmente en fonction du temps d’exposition. Les contaminants organiques, de poids moléculaire
plus élevé que les métaux, traverseraient probablement la membrane cellulairé plus lentement en
sollicitant le transport actif. De plus, plusieurs d’ehtre eux requiérent une activation métabolique
avant de réagir, d’ol un délai dans la réponse toxique. Par exemple, plusieurs PAH subissent une
activation métabolique par les cytochromes p450 avant de devenir potentiellement plus toxique

~ (Cassarett and D_dull’s, 1991).
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De fagon générale, la toxicité des ‘s_édiments augmente avec la hausse de la concentration

de contaminants. Il existe donc un lien direct entre la diminution de la fluorescence chez les
algues due a I'inhibition de I’activité estérasique ou a la perte d’intégrité membranaire et le

contenu des sédiments en substances toxiques. -
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37  CONCLUSION

L’ objectif de cette €tude visait le développement d’un essai de toxicité de contact direct
algues-sédiments. La diminution de la fluorescence, causée par I'inhibition de I’activité des
estérases ou la perte d’intégﬁté membranaire, mise en évidence par le DAF, a été retenue comme
variable d’effet. La premiére partie de I’étude a permis de fixer les conditions optimales de
I’essai. La deuxiéme étape vérifiait sa fiabilité a discriminer entre le potentiel toXique de divers
échantillons de sédiments.

L’essai s’est rév€l€ fiable pour évaluer la toxicité des sédiments. Il semble donc
prometteur pbur la mise en évidence du potentiel toxique des sédimenfs & T'aide d’un
bioindicateur algal. Cet essai de contact direct sédiments-algues est présentement inégalé. Les
" réponses sont obtenues rapidement apres des expositions de 4 ou de 24 h et les manipulations
sont trés simples. La mesure de la fluorescence des algues prise apres -ces deux périodes
d’exposition permet de quantifier I’intensité toxique d’un sédiment par inhibition de I’activité des
estérases ou par la perte d’intégrité membranaire. Les essais réalisés sur des sédiments de
référence ont indiqué que les métaux traces intoxiquaient plus rapidement les cellules algales que
les éontanlinants organiques. - ' |

L’utilisation de la cytométrie“e.n flux pour révéler la fluorescence présente toutéfois
certaines contraintes. Des limites existent quant au nombre d’échantillons pouvaxit étre analysés
journalierement. Il est donc prévu de transformer certaines étapes de I’essai -afin de 1’adapter en
microplaques avec lecture sur un fluorimétre pour révéler I’activité estérasique. La mise au point
d’un tel essai réduira considérablement ics cofits associés 2 la technique et permettra de mesurer

la toxicité d’un plus grand nombre d’échantillons de sédiments par jour.
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