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RESUME

Au sein des écosystémes aquatiques, la contamination des organismes vivants
par le mercure (Hg) continue a étre un sujet de préoccupation pour la santé humaine
et les écosystémes dans de nombreux pays. |l est généralement admit que les
milieux humides et les herbiers de plantes aquatiques jouent un role important dans
les processus de filtration et de stockage des contaminants. Cependant, en ce qui
concerne le Hg, le réle des communautés littorales, particulierement des épiphytes
(biofilms périphytiques recouvrant les plantes aquatiques) et des macrophytes, dans
l'accumulation et la méthylation du Hg (transformation du Hg en méthylmercure,
MeHg) est mal connu. En effet, il existe trés peu de données sur leurs
concentrations en Hg et en MeHg en zone tempérée froide ainsi que sur les
variables environnementales influengant les variations spatio-temporelles de ces
concentrations, ainsi que sur la production nette de MeHg dans les épiphytes et les
macrophytes. Considérant le fait que ces organismes se trouvent a la base de la
chaine alimentaire et qu'ils peuvent potentiellement transférer le Hg et le MeHg
accumuiés aux autres organismes des maillons trophiques supérieurs, le but global
de cette étude était de vérifier la contribution des complexes épiphytes/macrophytes
dans les processus de méthylation, déméthylation et d’accumulation du Hg et du
MeHg afin d’assurer une meilleure gestion du de ces polluants dans les
écosystémes aquatiques. Les objectifs étaient: 1) mesurer les concentrations de Hg
et MeHg dans les épiphytes et les macrophytes; 2) évaluer I'effet de la saisonnalité
(température et lumiére), de la proportion d’organismes autotrophes au sein du
biofilm, de I'espéce de macrophytes et des carctéristiques chimiques du site sur les
concentrations de Hg et MeHg dans les épiphytes et les macrophytes; 3) mesurer in
situ les taux de méthylation et de déméthylation du Hg des complexes
epiphytes/macrophytes; 4) évaluer l'influence de la lumiére, de la température et de
l'espéce de macrophyte sur les taux de méthylation, déméthylation et de production
nette de MeHg des complexes épiphytes/macrophytes; 5) identifier les principaux
microorganismes méthylateurs au sein du biofilm épiphytique par I'ajout d’inhibiteurs
métaboliques spécifiques et par la charactérisation des microorganismes actifs
(séquencage de génes 16S rRNA), le tout simultanément aux mesures de
méthylation/déméthylation. Cette étude a été réalisée dans les herbiers aquatiques
du lac St-Pierre, un élargissement du fleuve St-Laurent (Québec, Canada). Lors du
suivi saisonnier des concentrations de Hg et de MeHg, celles-ci étaient
généralement un ordre de grandeur plus élevées dans les épiphytes que dans les
macrophytes. Les concentrations en Hg dans les épiphytes diminuaient linéairement
en fonction de l'indice d’autotrophie du biofilm épiphytique, et les proportions de
MeHg/THg dans les épiphytes ont atteint des valeurs aussi élevées que 74%. Les
variables ayant une plus grande influence sur les variations spatio-temporelles de
concentrations en Hg et MeHg observées dans les épiphytes et les macrophytes
étaient la température de l'eau, le % de lumiére disponible, I'espéce de macrophyte,
le niveau d'eau, ainsi que le carbone organique. Les mesures des taux de
méth(ylation et de déméthylation avec ajout d'isotopes stables de '*HgO et de
Me?Hg comme traceurs ont démontré que les épiphytes du lac St-Pierre sont un
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site important de méthylation du mercure, a des taux semblables a ce qui a été
mesuré en milieu tropical et subtropical. Par contre, la méthylation n'a pas été
détectée dans les macrophytes. La production nette de MeHg (normalisée par unite
de masse d’épiphytes) varie au cours de la saison de croissance et semble étre
influencée par fa lumiére disponible, la température, la productivité du milieu ainsi
que par la structure des communautés. Finalement, les mesures de taux de
methylation et déméthylation du Hg effectuées avec ajout d’inhibiteurs ont révélé
que que différents microorganismes au sein des épiphytes ont un réle a jouer dans
les processus de méthylation. Les résultats suggérent que les méthanogénes
seraient les principaux organismes méthylateurs des biofilms épiphytiques du lac St-
Pierre, conclusion qui est supportée par la détection de séquences de génes 16S
rRNA propres au méthanogénes.

Mots clés: périphyton, macrophytes, mercure, methylmercure, méthylation.



INTRODUCTION GENERALE

Le mercure (Hg) est naturellement présent dans les écosystémes aquatiques a
de faibles concentrations. L'usage industriel de ce métal, la combustion du charbon
et du pétrole, 'épandage de produits organomercuriels en agriculture, ainsi que la
propriété du Hg a étre transporté par I'atmosphére a grande échelle ont contribué a
augmenter mondialement les concentrations de Hg dans les systemes d’eau douce,
les sédiments et les organismes vivants, et ce, méme dans les régions éloignées de
toute influence anthropique (Rada, et al., 1989; Lindqvist, et al. 1991). La toxicité du
Hg en milieu aquatique dépend des espéces chimiques présentes et de leur
solubilité dans 'eau (Clarkson, 1998). Le méthylmercure (MeHg), une des formes les
plus toxiques (produit par la méthylation du Hg inorganique), a la capacité de se
bioaccumuler et d'étre bioamplifié au long du réseau trophique (Bloom, 1992;
Boening, 2000).

Dans les environnements ‘aquatiques ou les sources ponctuelles de Hg sont
inexistantes, les dépositions atmosphériques, le ruissellement, et la percolation sont
les principales voies d’entrée du Hg (Andersson, 1979; Rada, et al., 1989; Mierle,
1990; Wiener, et al, 1990; Aastrup, et al., 1991). Le Hg atmosphérique est
principalement inorganique, le Hg élémentaire (Hg®) comptant pour 95 % de sa
composition. il voyage dans l'atmosphére jusqu'a ce qu'il soit oxydé, puis il se
dépose, loin des sources, dans I'écosystéme terrestre ou aquatique sous forme de
précipitations séches ou humides (Poissant et Casimir, 1998). En présence d’acides
humiques dissous, le Hg s’y lie (Meili, et al., 1991; Mierle et Ingram, 1991), ce qui
contribue a augmenter sa persistance dans les sols et dans I'eau (Sorensen, et al.,
1990). Les concentrations de Hg retrouvées dans les organismes vivants sont le
résultat de processus de méthylation du Hg s'effectuant au sein du milieu aquatique.
En effet, le Hg qui rentre dans le systéme aquatique par voie atmosphérique ou
terrestre est majoritairement sous forme inorganique (Fitzgerald et Clarkson, 1991).
Alors, la question suivante se pose : Ou et comment cette transformation de Hg a

MeHg se produit-elle ?



Il est généralement admit que les milieux humides et les herbiers de plantes
aquatiques jouent un réle important dans les processus de filtration et de stockage
des contaminants (Westling, 1991). Les plantes aquatiques agissent comme support
pour le périphyton (Godward, 1937; Burkholder, 1996) et constituent une source
d’alimentation pour les organismes herbivores (Sheldon, 1987; Elger et Lemoine,
2005). Les lits de macrophytes sont des sites d'alimentation ou de refuge pour le
zooplancton, les macroinvertébrés et les poissons (Lodge et Lorman, 1987; Burks, et
al., 2001). Pour quelques espéces de poissons, (e.g. brochet, esturgeon), les
herbiers sont I'habitat choisi pour frayer. Il a été démontré que les macrophytes
réduisent la vitesse du courant, ce qui a pour effet d'augmenter la sédimentation des
particules auxquelles les métaux sont associés. Les macrophytes agissent aussi sur
le cycle diurne de l'oxygénation de I'eau, ce qui influence la biodisponibilité des
métaux dissous. En effet, les conditions oxiques ont tendance a favoriser
I'adsorption du Hg et du MeHg par les sédiments, alors que les conditions anoxiques
en favorisent le relargage vers la colonne d’eau (Regnell et Tunlid, 1991). Les
macrophytes sont souvent utilisées comme organismes indicateurs afin de mesurer
la contamination en métaux dans les milieux aquatiques (Campbell, et al., 1985;
Coquery et Welbourn, 1994; Hudon, 1998). La capacité des complexes
épiphytes/macrophytes a accumuler les métaux et leur position a la base de la
chaine alimentaire suggérent qu’ils jouent un rble important dans le cycle des
métaux au sein des lacs, en les transférant aux organismes qui les consomment,
comme c’est le cas avec le Hg (Cremona, et al., 2009), en les excrétant dans la
colonne d’eau via leurs stomates (Kraus, ef al., 1986), ou ou encore en les relargant
lors de leur décomposition (Larsen et Schierup, 1981). Les concentrations en
métaux des plantes aquatiques varient en fonction des espéces, de leur stade de
croissance et de leur activité métabolique (Mudroch et Capobianco, 1979; Hudon,
1998). Ainsi elles devraient varier tout au long de la succession estivale.

Dans la zone littorale des lacs, on retrouve le périphyton. La communauté

périphytique est une matrice complexe composée d’algues, de bactéries, de



champignons, de micro-invertébrés, de détritus et dépdts inorganiques (Young,
1945; Sand-Jensen et Wetzel, 1983). Ce biofilm constitue un microenvironnement
ou l'on peut trouver des variations spatiales (selon les différentes couches
d'épaisseur) et temporelles du potentiel d'oxydo-réduction (Jergensen, et al., 1983;
Revsbech, et al., 1983). Le gradient de concentration d’'oxygéne crée des niches
spécifiques permettant a différents groupes de microorganismes (autotrophes et
hétérotrophes) de co-exister au sein du consortium périphytique. Le périphyton peut
étre attaché a une variété de substrats (sédiments, roches, macrophytes, etc.). Celui
qui croit sur des plantes aquatiques est appelé épiphyton (ou épiphytes). Les
épiphytes sont les contributeurs principaux de la production primaire des milieux
humides, des rivieres et des lacs (Cattaneo et Kalff, 1980; Loeb, et al., 1983;
Goldsborough et Robinson, 1996) et sont a la base de la chaine alimentaire littorale
(Vadeboncoeur, ef al., 2002), les organismes s’alimentant dans les herbiers les
consommant préférentiellement (Cremona, ef al., 2009). Les variables ayant un effet
sur la biomasse des épiphytes sont la température, les éléments nutritifs et
'abondance des organismes brouteurs (Kairesalo, 1983; Wetzel, 1983b; Lowe,
1996). La quantité de lumiére est tout aussi importante puisquelle régule la
photosynthése et la croissance (Hill, 1996), la composition spécifique des algues
(Steinman et Mclntire, 1986) au sein du biofilm ainsi que leur succession saisonniére
(Tuji, 2000). L’architecture de la plante elle-méme va aussi influencer la biomasse
des épiphytes, soit par l'altération du régime lumineux en créant de Fombrage, soit
par sa structure méme: les macrophytes ayant des feuilles finement découpées
tendent a développer une plus grande biomasse épiphytique, due a leur plus grande

surface de colonisation disponible (Gosselain, ef al., 2005)

Le périphyton est situé a linterface des milieux aquatiques et terrestres et est
capable de retenir les éléments chimiques, incluant le Hg inorganique, transporté par
les eaux de ruissellement et de percolation. En raison de sa position a la base du
réseau trophique, il peut influencer 'ensemble des maillons supérieurs du réseau
(Hill, et al., 1996). L’'accumulation de Hg par le périphyton a été mesurée dans
quelques études. Cependant, la plupart d'entre elles ont été réalisées en région



tropicale et subtropicale (Cleckner, et al., 1998; Guimaraes, et al., 2000; Roulet, et
al., 2000; Mauro, et al., 2002; Huguet, et al., 2010), alors que celles faites en milieu
tempéré sont rares (Rask, et al,, 1994; Desrosiers, et al., 2006b). De plus, il n'y a
présentement que peu d'informations disponibles sur les variations saisonniéres des
concentrations de Hg et de MeHg des épiphytes et macrophytes sous nos latitudes.
Considérant 'importance des milieux humides dans les écosystémes aquatiques de
I'hémisphére nord (Keddy, et al., 2009), et en particulier au Canada ou ils couvrent
14 % de la surface terrestre (Mike Arts, communication personnelle), il apparait
crucial d’obtenir davantage de données sur les concentrations en Hg et en MeHg
des épiphytes et des macrophytes en région tempérée froide, ainsi que sur les
facteurs environnementaux influengant ces concentrations, afin de pouvoir mieux

prédire la contamination potentielle des poissons, puis des étres humains.

La méthylation des métaux, incluant le Hg, a été proposée comme un
mécanisme de détoxification par les microorganismes (Gadd et Griffiths, 1978). li
semblerait que le MeHg soit synthétisé a lintérieur de la cellule via la voie de
synthése de I'acétyl-CoA par un transfert du groupe méthyl de la méthylcobalamine
(un corrinoide) a un ion Hg (Choi et Bartha, 1993; Choi, et al., 1994). La
méthylcobalamine est utilisée par les microorganismes lors de la synthése des
acides aminés tandis que 'acétyl-CoA intervient dans la formation de glucose (cycle
du glyoxylate), des acides gras et dans le cycle de Krebs lors de la respiration
(Horton, et al., 1994). Jusqu'a présent, les recherches sur la méthylation du Hg se
sont surtout concentrées sur les sédiments, et en particulier sur les bactéries sulifato-
réductrices, identifiées comme les principaux microorganismes meéthylateurs
(Compeau et Bartha, 1985; Callister et Winfrey, 1986; Matilainen, et al., 1991). lly a
peu de données sur les organismes, autres que les bactéries, qui peuvent méthyler
le Hg (Kerry, et al., 1991; Matilainen, 1995). La production de MeHg a aussi été
mesurée dans les sols terrestres (Rogers, 1977), la colonne d’eau (Furutani et Rudd,
1980; Xun, et al., 1987), dans les sédiments (Compeau et Bartha, 1985; Gilmour et
Riedel, 1995) et dans le périphyton. Les études effectuées sur Iimportance du
périphyton dans les processus de méthylation du Hg sont trés récentes et peu



nombreuses (Cleckner, et al., 1999; Guimaraes, et al., 2000; Mauro, et al., 2002;
Acha, et al., 2005; Desrosiers, et al., 2006a) et les incubations sont généralement
réalisées en conditions contrélées en laboratoire plutét qu'in situ. Mais, lorsque les
compartiments épiphytes et sédiments sont comparés, il semble que les épiphytes
soient plus importantes que les sédiments comme site de méthylation du Hg
(Cleckner, et al., 1999; Guimaraes, et al., 2000). En région tempérée, les marécages
sont reconnus pour étre des sites de production de MeHg pbur les écosystemes
aquatiques (Hurley, et al., 1995; St. Louis, et al., 1996; Waldron, et al., 2000), la
méthylation du Hg par les épiphytes de ces écosystémes doit étre quantifiée.

La déméthylation du Hg est le processus inverse de la méthyiation et elle se
produit simultanément, d'ou I'importance de mesurer ensemble la méthylation et la
déméthylation du Hg afin d’évaluer la production nette de MeHg. La déméthylation
vise a séparer le groupement CHs; de lion Hg qui peut ensuite étre excrété a
l'extérieur de la cellule. Il existe deux voies métaboliques possibles a la
déméthylation, la voie de 'enzyme organomercurielle MerB (Robinson et Tuovinen,
1984) et la voie oxydative (Oremland, et al., 1991). Plusieurs groupes de bactéries
sont capables de méthyler et déméthyler le Hg, mais la contribution de ces différents
groupes n’est pas encore bien définie. Jusqu’a présent, les seules études effectuées
simuitanément sur la méthylation et la déméthylation du Hg par les épiphytes n’ont
éeté faites qu’en milieu sub-tropical (Acha, et al., 2005).

Au sein d'un méme lac, les taux de méthylation du Hg peuvent varier de fagon
spatiale et saisonniére. La méthylation ne dépend pas seulement des concentrations
initiales de Hg biodisponible, mais aussi de certaines variables du milieu: I'activité
biologique microbienne, la température de I'eau (Wright et Hamilton, 1982) (Callister
et Winfrey, 1986; Bodaly, et al., 1993), le pH (Miskimmin, et al., 1992), le potentiel
redox (Matilainen, et al., 1991), les formes de soufre présentes, et les concentrations
de matiére organique (Ulirich, et al., 2001).




Le but général de cette thése de doctorat était de vérifier 'importance des
communautés littorales en tant que sites de méthylation du Hg et source potentielle
de Hg pour les réseaux trophiques aquatiques. Les objectifs de cette étude étaient
de: 1) mesurer les concentrations de Hg total (HgT) et MeHg dans les épiphytes et
les macrophytes submergés et émergentes ; 2) évaluer l'effet de la saisonnalité
(température et lumiére), de la proportion d’organismes autotrophes au sein du
biofilm épiphytique, de I'espéce de macrophytes et des caractéristiques chimiques
du site sur les concentrations de HgT et de MeHg dans les épiphytes et les
macrophytes; 3) mesurer in situ les taux de méthylation et de déméthylation du Hg
des complexes épiphytes/macrophytes; 4) évaluer linfluence de la lumiére, de la
température et de I'espéce de plante héte sur les taux de méthylation, déméthylation
et de production nette de MeHg des complexes épiphytes/macrophytes; 5) identifier
les principaux microorganismes méthylateurs au sein du biofilm épiphytique par
lajout d'inhibiteurs métaboliques spécifiques et par la charactérisation des
microorganismes actifs (séquencgage de génes 16S rRNA), le tout simultanément

aux mesures de méthylation/déméthylation.

L'une des hypothéses de ce projet était d’'observer un effet de la lumiére et ia
température sur les concentrations en HgT, MeHg, ainsi que sur les taux de
production nette de MeHg. En effet, comme ci-haut mentionné, la quantité de
lumiére disponible régule la photosynthése et la croissance des épiphytes (Hill,
1996), la composition spécifique des algues (Steinman et Mcintire, 1986) au sein du
biofilm ainsi que leur succession saisonniére (Tuji, 2000). La lumiére pourrait donc
influencer Faccumulation de Hg ainsi que les taux de méthylation et de
déméthylation du Hg, soit en stimulant le métabolisme des algues (et
conséquemment aussi des autres microorganismes inclus dans dans le périphyton),
soit en induisant des changements d'espéces présentes au sein du biofilm
épiphytique. La lumiére a aussi un effet sur la disponibilitt du Hg et du MeHg de
I'eau pour les processus de méthylation et de déméthylation, soit en photodégradant
le MeHg (Sellers, et al., 1996) ou en photoréduisant le Hg(ll) (Amyot, et al., 1997).




En ce qui concerne la température, il a été démontré en laboratoire, avec les
sédiments, que les taux de méthylation du Hg sont directement proportionnels a la
température, jusqu’a un seuil de = 35°C (Callister et Winfrey, 1986) (Korthals et
Winfrey, 1987). Par exemple, Wright et Hamilton (1982) ont observé que la quantité
de MeHg relarguée par les sédiments a 4°C n’'était que 50-70% de celle mesurée &
20°C. Cependant, les effets synergiques et antagonismes des autres variables
reliées a la température ne doivent pas étre écartés. Or, il est admit que les faibles
températures ralentissent généralement la productivitt microbienne (Bisogni et
Lawrence, 1975). Puisque les concentrations de MeHg sont le résultat net du bilan
de meéthylation/déméthylation, une augmentation de la méthylation nette peut étre
aussi partiellement due a une baisse des taux de déméthylation plutét qu'a une
réelle augmentation des taux de méthylation. En effet, les taux de déméthylation
semblent étre inversement proportionnels a la température, alors que c'est le
contraire pour les taux de méthylation, ce qui peut mener a une plus large
production nette de MeHg durant les périodes chaudes (Ramlal, et al., 1986; Bodaly,
et al., 1993).

Une autre hypothése était d’'observer des concentrations de HgT et de MeHg
différentes dans les épiphytes et les macrophytes en fonction de I'espéce de
macrophyte. Les macrophytes enracinées peuvent absorber le Hg de l'eau, et aussi
des sédiments (Campbell, et al., 1985; Crowder, 1991). Tout dépendant de leur
morphologie (i.e. une plus grande surface de contact au niveau racinaire par rapport
a la tige et aux feuilles), les macrophytes absorberont davantage le Hg de 'une ou
l'autre des 2 sources (sédiments ou colonne d’eau), ceci ayant pour effet d’'induire
des différences de concentrations en Hg selon les espéces. Bien que le sujet soit
controversé, les macrophytes ne sont pas un support inerte pour les épiphytes, et
des échanges d’éléments chimiques peuvent avoir lieu entre 'héte et le biofilm
(Wetzel, 1983a). Ces échanges ont été démontrés, notamment, avec les éléments
nutritifs (Allen, 1971; Moeller, et al., 1988), et ceux-ci différent selon le stade de
croissance de la plante. L'espéce de macrophyte, de par sa morphologie, a aussi un
impact sur la biomasse et I'activité métabolique des épiphytes (Gosselain, et al.,



2005) ainsi que sur leur composition spécifique (Pip et Robinson, 1984), notamment
en interférant dans le régime lumineux disponibie pour les épiphytes, toutes ces
conditions pouvant influencer leurs concentrations en Hg et MeHg ainsi que leur

activité de méthylation et déméthylation du Hg.

La productivitt du milieu devrait aussi influencer positivement les taux de
méthylation du Hg puisqu’ilt augmente l'activité métabolique des microorganismes
(Cleckner, et al