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Chez les bivalves le developpement embryonnaire est tres sensible a. la qualite du
milieu. Le stade larve "D" est atteint en 48 heures chez MytHus eduLis et en 24 heures

• chez Crassostrea gigas.
Apres obtention des gametes par stimulation thermique, la fecondation est realisee
directement dans l'eau a. tester (50 000 ovocytes.l-1

) et l'incubation se fait a. 20' C
pour la moule et 24' C pour l'huitre. La toxicite globale des milieux est mesuree par
le pourcentage de larves "0" anormales et compare a. celui obtenu dans une eau de
reference.

Les resultats des tests realises avec un rejet urbain provenant d'une station
d'epuration biologique montrent que la sensibilite de l'huitre et de la moule est
similaire. L'effet de la filtration du rejet est aussi observe dans ces experiences.
Des bioessais avec des concentrations croissantes d' eau ou d' extrai t . de sediment
provenant de la Seine montrent la contamination de cette zone.
Le meme type de test est employe pour suivre la toxicite d'une culture de gyrodinium cf
aureolum.

Le bioessai, embryon de bivalve, n'est pas difficile a mettre en place et peut
etre utilise comme "indicateur" de la toxicite globale d'une riviere, d'un extrait de
sediment ou d'un effluent urbain ou industriel avant son rejet en mer.

• ABSTRACT

In bivalves, embryonie development is very sensitive to water quality. The D larvae
stage is reached after 48 hours for Mytilus edulis and 24 hours for Crassostrea gigas.

Fertilization is directly realized in water to be bioassayed at a density of about
50 000 eggs per one liter container and incubated at 20'C for mussels and 24'c for
oysters. The global toxicity of tested water is evaluated by comparing the percentage
of specimens to successfully reach the D larvae stage to those fertilized in a control
sea water sample.

Results of tests on urban waste water from a biological treatment plant show that
oysters and mussels have a similar sensitivity. Moreover, in this experiment the effect
of filtration rate is observed.
Bioassays with an increasing concentration of water or extract of sediment from the
river Seine show the contamination of this area.
The same test has been used to assess change in toxicity of gyrodinium aureolum culture.

Marine bivalve embryo-bioassay is not very difficult to initiate and could be used as
an "indicator" of the global toxicity of a river, an extract of sediment or urban or
industriar sewage before discharge into the environment.
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1. INJRODUCTION

Les dosages chimiques dans l'eau, le sediment ou la matiere vivante ne sent pas
suffisants pour determiner, a eux seuls, les effets des contaminants sur les organismes.
Par ailleurs, les observations sur la structure des communautes, ne'donnent pas, elles
non plus, ,toutes les reponses (CHAPMAN ET LONG, 1983).

WOELKE (1972) preconise l'emploi de bioessais sur le developpement embryonnaire
et larvaire de Crassostrea gigas pour surveiller la qualite biologique de l'eaude
mer ; test repris par BOURNE et al (1981), NELSON et al (1989) et LONG ET BUCHMAN
(1989).

Nous avons utilise le meme type de bioessai pour mesurer les effets biologiques
d'un rejet urbain, d'une culture de dinoflagelle (Gyrodinium aureolum) , l'eau de la
Seine ou un extrait de sediment de la meme riviere. L'huitre japonaise (Crassostrea
gigas) et la moule ( Hytilus edulis) ont,ete choisies et les fecondations ont ete
realisees directement dans les milieux a tester.

2. MATERIEL EI MEIHODES

~2.1. Origine des milieux testes

2.1.1. L'eau de reference

L'eau de mer de"reference provient de l'ecloserie d'IFREMER aArgenton ou de la
rade de Brest (carte 1). Cette eau est utilisee fraiche apres filtration sur cartouche
sterile de type millipore de 0.22 ~m de vide de maille.

2.2.2. Les milirux testes

Le rejet urbain etudie est echantillonne a la station d'epuration a traitement
biologique de la ville de Morlaix (carte 1). Des volumes de 1 a 10 %de ce rejet sont
ajoutes a l'eau de reference et la salinite des solutions testees est ajustee a 30.10-3

avec de l'eau distillee pour eliminer l'action du facteur salinite (HIS et ROBERT,
1989). Le rejet urbain teste est preleve apres purification mais non chlore.

La culture de dinoflagelle (2.106 cell.l-i ) est testee pure, filtree sur 0.22 ~

•
et apres detoxification a travers des c~~touches de c18 et Florisil afin d'eliminer les
composes lipophyles ainsi que les composes plus polaires comme les exotoxines de
Gyrodinium aureolUm (GENTIEN et al, 1991).

L'eau de la Seine testee a ete preievee, en mai 1988, a Honfleur (carte 1) puis
stockee un mois a -20 °C. Les milieux testes sont constitues d'eau de la Seine ajoutee
a de l'eau de reference afin d'obtenir des solutions contenant de 2.5 a 20 %d'eau de
la Seine. La salinite est ajustee a 30 10-3 et les milieux testes sont prefiltres a
0.22 ~ afin ,d'observer uniquement l'effet de substances toxiques dissoutes.

Le sediment etudie a ete echantillonne ä. Honfleur. ä. basse mer de vive eau. en mai
1988 et stocke ä. -20 oe avant les bioessais. L'extrait de sediment est realise en
melangeant 100 g de sediment dans un litre d'eau de mer de reference pendant une heure.
Apres decantation (une heure), le surnageant est recupere et filtre ä. 0.22 pm. Le
filtrat est additionne ä. de l'eau de reference afin d'obtenir des milieux de
concentrations croissantes de 5 ä. 100 g.l-i.

'2.2. Protocole experimental

Les geniteurs d'huitres ou de moules employes proviennent de la nature pendant la
periode naturelle de ponte ou d'une ecloserie ou ils ont ete conditionnes.
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CARTE 1

Situation des points ou eau
et sediment ont eta
echantillonnes
1 Eau de reference : Argenton
et Brest
2 Rejet urbain : Morlaix.
3 Eau et sediment de la
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..

~~..=-------="'---=

i1e
d'Ouessanl

4>

1J

•

105
Rejet urbain (%)

o
o-F-rt--t--r---+----r--.---+--.----.----.

-----:-MytJluS edulls (0.2'pm)

100 -.- Crassostrea glgss(0.2 pm)
- 0- Crsssostrea gigas (100 pm)

......

*'....,
« 50
z
c..

.'

Pourcentage Net de larves D
Anormales : PNA =x ± ecart type

FIOORE 1

~ Effet du rejet urbain de
Morlaix sur le developpement
embryonnaire de lthuitre et de
la moule au debut du mois de
juin 1989.
1 et 2 Rejet filtre ä 0.2 pm

3 Rejet filtre ä 100 pm
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. L'emission des gametes des geniteurs matures est induite par stimulation thermique
(LOOSANOFF et DAVIS, 1963 ; HIS et ROBERT, 1986). Les ovocytes emis sont tamises sur
100 pm, pour eliminer les debris. puis recuperes sur un tamis de 32 pin avant repartition
dans les milieux a tester a une densite de 50 000 ovocytes.l-1 • Apres elimination des
debris sur tamis de 100 pm, 1.5 ml.l-1 de sperme concentre est immediatement ajoute aux
ovocytes.

Seul un couple de geniteurs est employe et la fecondation est realise directement
dans les milieux a tester: HIS et ROBERT (1980) ont montra que les contaminants peuvent
avoir une action directe sur les gametes.

Apres fecondation. les milieux testes (2 a 5 repiiquats de 30 ml en pots steriles
de polystyrene cristal) sont incubes sans aeration ni lumiere : 24 heures a'24 oe pour
les huitres et 48 heures a 20 oe pour les moules.
A la fin de l'incuhation, les larves,sont : soit observees immediatement. soit fixees
au formol neutre pour examen ulterieur.

La toxicite des milieux testes est evaluee par le pourcentage d'embryons et de
larves anormales denombrees sur 800 a 1500 individus pour chaque concentration. Les
resultats sont exprimes en pourcentage net d'anomalies (PNA) selon la formule de ABBOTT

~(Anonyme, 1980).

, PNA =
%anomalies du bioessai - %anomalies des temOins

100 - %anomalies des·temoins
X 100

Une larVe est consideree normale si les derix valves ont 1a forme d'un D regulier
et si 1e manteau peut se retracter entierement entre 1e~ valves.

f

De plus, seu1s 1es bioessais oi 1es temoins presentent au moins 80 %de larve D
normales sont exploites.

3. RESULTATS

3.1. Effet d'u" reiet urbaio

... . Le rejet. urbain ~chanti11onne ponctuel1e~ent dans l' apres. midi est stocke au
refrigerateur (0 a + 4 e) a l'abri de 1a 1umiere et teste dans les dix jours.

La figure 1 montre 1es resultats des bioessais rea1ises au debut du mois de juin
1989, sur la mou1e et l'huitre, avec un rejet filtre a 0.22 ou 100 pm.
Notons que pour un rejet filtre a 0.22 ~, l'effet sur 1e deve1oppementembryonnaire de
l1ytilus edutis et Crassostrea gigas est similSire. Par contre, pour 1 'huitre, 1a
figure Imontre que 1e PNA est superieur lorsque 1e rejet n'est filtre qu'a 100 ~ : 1a
toxicite s~mb1e ici 1iee aux matieres en suspension.

Le rejet teste a 1a fin du mois de juin presente une toxicite plus forte qu'en
debut de mois (figUre 2) : 1e pourcentage net d'anomalies 100 (PNA) est atteint avec
7.5 %de rejet urbain contre 10 %debut juin~

Si debut juin, 1a filtration du rejet a 0.22 ~ diminue 1a toxicite (figure 1) ;
a la fin du mois, la serie de bioessais rea1ises sur differents filtrats (figure 3)
indique que si 1a toxicite est plus forte a cette date (figure 2, experience 2), elle
n t es t pas associee auK partic\11es. en suspension. L' effet toxique serait da aux
contaminants contenus dans la phase dissoute, peut etre des detergents anioniques en
quantites importantes dans les rejets (LASSUS et al, 1990).
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Notons que les effets biologlques sont visibles des qu'il y a 2 %de rejet urbain
dans le milieu, ce qui est une concentration observable dans le milieu (SALOMON et aL,
1990) .

3.2. Effet d'urie cultUre de GyrOdinium cf aureoiu.
Dans ces exper~ences, l'eau de mer de reference provient de la'rade de Brest'et

les bioessais ont ete realises sur des moules, a la lumiere du jour et a 20 oe, pendant
les mais de septembre. oetobre et novembre 1990~

En octobre. l'utilisation d'une culture automatisee en semi continu a permis de
diminuer le tauX de phosphore dans le milieu da eulture du dinoflagelle (GENT1EN et aLl
1991).

Les resultats des trois tests (tableau 1) montrent que "la toxicite de ce
dinoflagelle resulte de deux processus differents :

~ une toxieite de eontaet : plus de 87 %de larves anormales avec la eulture pure.
*' une toxieite par production de eomposes dissous qui est aeeentuee par la

• diminution de phosphore 3.5 %de larves anormales en novembra contra 40 %en octobre"
(GENT1EN et aLl 1991).

TABLEAU 1

Pourcentage Net de larves D Anormales (PNA) dans trois bioessais sur le developpement
embryonnaire de la moule en presence :
- d Iune eulture de Gyrodinium aureo.Lum employee pure
- ~u milieu da cultur~ filtre sur 0.2 ~ ou detoxifie

, .' ,." ," , .,:....--,,~ "-V ,-.' .. , " , ""., . .... ", , , ," . """ . '.... - ,.' ','. . -,.-, .~."'.'.' ' ..

Date ". .., 11.09.90 .. 24.10.90 . 02.11.90

Culture pure 87.5 .. 89.3 ., .. 100

Milieu de eulture filtre ". - ..
" 39.8 ...... ' .'. 3.5 ,e .•..

Milieu de eulture detoxifie ... - .. .. . ' .... ..". 5.4 ........ .. 3.5., "

3.3. Effet de l'e8u et du Sediment de lä Seine

,L'eau da la Seine a ete.'testee sur le developpement embryonnaire de la moule. Le
PNA (figure4)est superieur a 30 %des que le milieu coritierit 7~7% d'eau de la Seine.
11 depasse 50 %avec 10 %d'eau de la riviere, ce qui nIest pas Une tres forte dilution
pour un tel estuaire. .

L'eau etant filtree a 0.22 ~. les effets sorit dOs awe contaminants dissous
provenant des rejets iridustriels. urbairis et agricoles (1FREMER, 1986) ..

L'extrait de sediment a ete teste sur le developpement emhryonnaire de i'huitre
et de In moule (figure 5). Notons que les deux especes donnent une reponse similaire et
que le PNA 50 % est obtenu avec Un extrait eorrespondant pour environ 35 g r 1 et
qu'avee 50 g/l-l il n'y a pratiquement plus de larves D normales.
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FIGURE 4

PNA =Pourcentage Net de larves
D Anormales.

Effet de l' eau de la Seine
sur le developpement
embryonnaire de la moule.
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PNA : Pourcentage Net
de larves D Anormales

Effet de l'extrait de
sediment de la Seine sur
le developpement embryon
naire de l'huitre et de
la moule.

3. CONCLUSION

~ Les resultats de ces differents tests montrent que Crassostrea gigas et nytilus
.edulis repondent d'une far;on similaire en presence de rejet urbain de la station
d' epuration de Morlaix ou de l' extrai t de sediment provenant de la Seine. Notons
cependant que les effets sont observes au bout de 24 heures pour l'huitre contre
48 heures pour la moule.

Par ailleurs. en accord avec WOELKE (1972), BOURNE et al (1981), NELSON et al
(1983). LONG ET BUCHMAN (1989) et TRAIN (1991), nous pouvons dire que ce type de
bioessai· peut etre employe comme "indicateur" de la toxicite potentielle globale d'un.
rejet en mer, d'une phytotoxine, d'une riviere ou d'un extrait de sediment.

Ce bioessai a aussi permis de suivre l'evolution dans le temps de la toxicite du
rejet urbain de Morlaix et d 'une culture de Gyrodiniwn aureolwn. 11 permettrait
d'etablir une cartographie des toxicites relatives de l'eau et/ou des sediments de
diverses zones cötieres.

De plus, ces bioessais repondant aux criteres de STEBBING et al (1980) sont assez
faciles arealiser. peu onereux et donnent une indication assez rapide (24 a 48 heures)
du niveau de toxicite du milieu etudie.

Enfin. l' interet de ces tests est accru par le fai t que la fecondation est
realisee directement dans les milieux a tester. Ceci permet de prendre en compte l' effet
des contaminants des leur mise en contact avec les gametes (HIS et ROBERT, 1980).
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