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Chez les bivalves le développement embryonnaire est trés sensible a la qualité du
milieu. Le stade larve "D" est atteint en 48 heures chez Mytilus edulis et en 24 heures
chez Crassostrea gigas.

Aprés obtention des gamétes par stimulation thermique, la fécondation est réalisée
directement dans 1l'eau a tester (50 000 ovocytes.l™!) et 1'incubation se fait a 20° C
pour la moule et 24° ¢ pour l'huitre. La toxicité globale des milieux est mesurée par
le pourcentage de larves "D" anormales et comparé & celui obtenu dans une eau de
référence.

Les résultats des tests réalisés avec un rejet urbain provenant d'une station
d'épuration biologique montrent que la sensibilité de l'huitre et de la moule est
similaire. L'effet de la filtration du rejet est aussi observé dans ces expériences.
Des bioessais avec des concentrations croissantes d'eau ou d'extrait' de sédiment
provenant de la Seine montrent la contamination de cette zone.

Le méme type de test est employé pour suivre la toxicité d'une culture de gyrodiniwm cf
aureo lum.

Le bioessai, embryon de bivalve, n'est pas difficile a mettre en place et peut
étre utilisé comme "indicateur" de la toxicité globale d'une riviére, d'un extrait de
sédiment ou d'un effluent urbain ou industriel avant son rejet en mer.

ABSTRACT

In bivalves, embryonic 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 ab9ut

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 gyrodiniwm 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
industrial sewage before discharge into the environment.

N


bookeye
Thünen


b

1. INTRODUCTION

~ Les dosages chlmlques dans 1l'eau, le sédiment ou la matiére v1vante ne sont pas
suffisants pour déterminer, a eux seuls les effets des contamlnants sur les organismes.
Par ailleurs, les observations sur la structure des communautés, ne donnent pas, elles
non plus, toutes les réponses (CHAPMAN ET LONG, 1983).

WOELKE (1972) préconise l'emploi de bioessais sur le développement embryonnalre
et larvaire de Crassostrea gigas pour surveiller la qualité biologique de l'eau de
mer ; test repris par BOURNE et al (1981), NELSON et al (1989) et LONG ET BUCHMAN
(1989).

Nous avons utilisé le méme type de bioessai pour mesurer les effets biologiques :
d'un rejet urbaln. d'une culture de dlnoflagelle (Gyrodinium aureolum), l'eau de la
Seine ou un extrait de sédiment de la méme riviére. L'huitre japonaise (Crassostrea
gigas) et la moule ( Mytilus edulis) ont.ete choisies et les fécondations ont été
réalisées directement dans les milieux & tester.

2. MATERIEL_ET METHODES
.2.1. ing“ige” des milieux testés
2.1.1. L'eau de référence

‘ 'L'eaq‘de mer de référence provient de 1' ecloserie d' IFREMER a Argenton ou de la
rade de Brest (carte 1). Cette eau est utilisée fraiche aprés flltratlon sur cartouche
sterlle de type millipore de 0.22 um de vide de maille.

2.2.2. Les milieux testés : . ’ .

Le rejet urbain é&tudié est échantillonné a la station d'epuratiOn A traitement
biologique de la ville de Morlaix (carte 1). Des volumes de 1 & 10 % de ce rejet sont
ajoutés a 1l'eau de référence et la salinité des solutions testées est ajustée a a 30.10°3
avec de l'eau distillée pour éliminer 1l'action du facteur salinité (HIS et ROBERT,
1989). Le rejet urbain testé est prélevé aprés purification mais non chloré.

La culture de dinoflagellé (2.10° cell.l™!) est testée pure, filtrée sur 0.22 pm

.et aprés détoxification & travers des cartouches de C18 et Florisil afin d'éliminer les

composés llpophyles ainsi que les composés plus polaires comme les exotoxines de
Gyrodintum aureolum (GENTIEN et al, 1991). :

L'eau de 1la Seine testée a été prélevée, en mai 1988, a Honfleur (carte l) puis
stockée un mois a -20 °C. Les milieux testés sont constitués d'eau de la Seine ajoutée
4 de l'eau de référence afin d'obtenir des solutions contenant de 2.5 & 20 % d'eau de
la Seine. La salinité est ajustée a4 30 107 3 et les milieux testés sont préfiltrés a
0.22 pm afin d' observer uniquement l'effet de substances toxiques dissoutes.

Le sédiment étudié a été échantillonné a Honfleur, & basse mer de vive eau, en mai
1988 et stocké & -20 °C avant les bicessais. L'extrait de sédiment est réalisé en
mélangeant 100 g de sédiment dans un litre d'eau de mer de référence pendant une heure.
Aprés décantation (une heure), le surnageant est récupéré et filtré a 0.22 um. Le
filtrat est additionné & de l'eau de reference afin d'obtenir des milieux de
concentrations croissantes de 5 a 100 g.l‘.

2.2, m_tg_cgle_s_xp_e_xymmtal
Les géniteurs d'huitres ou de moules employés proviennent de la nature pendant la

période naturelle de ponte ou d'une écloserie ol ils ont été conditionnés.
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FIGURE 1

‘ Effet du rejet urbain de
Morlaix sur le développement
embryonnaire de l'huitre et de
la moule au début du mois de
juin 1989.

1 et 2 Rejet filtré a O
3 Rejet filtré a 1
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Rejet urbain (%)



N
. L'émission des gamétes des géniteurs matures est induite par stimulation thermlque
(LOOSANOFF et DAVIS, 1963 ; HIS et ROBERT, 1986). Les ovocytes émis sont tamisés sur
100 pm; pour éliminer 1es debrls puis récupérés sur un tamis de 32 um avant répartition
dans les milieux a tester a4 une den81te de 50 000 ovocytes l . Aprés élimination des

débris sur tamis de 100 pm, 1.5 ml. 11 de sperme concentré est immédiatement ajouté aux
ovocytes.

Seul un couple de genlteurs est employé et la fecondatlon est réalisé directement
dans les milieux & tester : HIS et ROBERT (1980) ont montré que les contaminants peuvent
avoir une action directe sur les gametes.

Apres fécondatlon, les m111eux testés (2a5 répliquats de 30 ml en pots stérlles
de polystyrene cristal) sont 1ncubés sans aération ni lumiére : 24 heures a 24 °C pour
les huitres et 48 heures a 20 °C pour les moules.

A la fin de ltlncubatlon. les larves.sont : soit observees 1mmed1atement soit flxees
au formol neutre pour éxamen ultérieur. :

La toxicité des m111eux testés est évaluée par le pourcentage d'embryons et de
larves anormales dénombrées sur 800 a 1500 individus pour chaque concentration. Les
_résultats sont exprimés en pourcentage net d'anomalies (PNA) selon la formule de ABBOTT

‘ (Anonyme, 1980).

% anomalies du bicessai - % anomalies des témoins
" PNA = . . o X 100
100 - % anomalies des - témoins

Une larve est considérée normale si les deux valves ont la forme d'un D reguller
et si le manteau peut se retracter entlérement entre les valves.
¥
De plus,‘seuls les bioessais ol les témoins présentent au moins 80 % de larve D
normales sont exploités. :

;. e
i 3. 1. Eﬁiet_d_un_reiet_urhain

‘ . ‘ ~ Le rejet urbaln echantlllonne ponctuellement dans l'apres m1d1 est stocké au
réfrigérateur (O a+ 4 °C) al'abri de la lumiére et testé dans les dix jours.

La figure 1 montre les résultats des bioessais réalisés au début du mois de juin
1989, sur la moule et 1' hu1tre, avec un rejet filtré a 0.22 ou 100 um.
Notons que pour un reJet filtré a 0.22 um. 1'effet sur le developpement embryonnalre de
Mytzlus edulis et Crassostrea glgas est similaire. Par contre; pour 1' hultre. la
flgure 1 montre que le PNA est superleur lorsque le rejet n'est flltre qu'a 100 ym : la
toxicité semble ici liée aux matiéres en suspension.

Le reJet testé a la fin du mois de juln presente une toxicité plus forte qu'en
début de mois (flgure 2) : le pourcentage net d'anomalies 100 (PNA) est atteint avec
7.5 % de rejet urbain contre 10 % début juin.

Si début jUin;»la filtration du rejet a o.zz‘um diminue la‘toxicite‘(figure 1)
4 la fin du mois, la série de bioessais réalisés sur différents filtrats (figure 3)

1nd1que que si la toxicité est plus forte a cette date (figure 2, expérience 2), elle
n'est pas associée aux partlcules en suspension. L'effet toxique serait da aux

contaminants contenus dans la phase dlssoute, peut étre des detergents anioniques en
quantités importantes dans les rejets (LASSUS et al, 1990).
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Notons que les effets blologiques sont visibles dés qu 'ily a2y%de rejet urbain

dans le milieu, ce qui est une concentration observable dans le milieu (SALOMON et al,

1990).

3.2 SPURPPSUR . Curadintum aure

Dans ces expériences, 1l'eau de mer de référence provient de la: fade de Brest et
les bloessals ont été réalisés sur des moules, a la lumiére du jour et a 20 °C, pendant
les mois de septembre octobre et novembre 1990.

En octobre.&l utilisation d'une culture automatisée en semi continu a permls de
diminuer le taux de phosphore dans le milieu de culture du dinoflagellé (GENTIEN et al,

1991).

Les résultats des tr01s tests (tableau 1) montrent que "la toxicité de ce
dinoflagellé résulte de deux processus différents‘:

* une toxicité de contact : plus de 87 % de larves anormales avec la culture pure.

* une toxicité par production de composés dissous qui est accentuée par 1la

'dlmlnutlon de phosphore : 3.5 % de larves anormales en novembre contre 40 % en octobre"
(GENTIEN et al, 1991). .

. : ‘

Pourcentage Net de larves D Anormales (PNA) dans trois bioessais sur le developpement
embryonnaire de la moule en présence :

- d'une culture de Gyrodinium aureolum employée pure

- du milieu de culture filtré sur 0.2 pm ou détoxifié

R L e D I T T L T S T Ty P EI

Date . o | 11.09.90 - | 28.10.90 | 02.11.90
Culture pure . . . . {855 . | ..89.3 _ | . 100 .
Milieu de culture filtré | -l .398 .. | 35.. _
.1 Milieu devcuitlir-e détoxifie | = . - .. |.. . 5.4 1. . .3.5...
3.3. Effet do L'e: . S

~ L'eau de la Seine a &té testée sur le développement embryonnalre de la moule. Le
PNA (flgure 4y est supérieur a 30 % dés que le milleu contient 7.7 % d'eau de la Seine.
I1 dépasse 50 % avec 10 % d'eau de la rlviere. ce qui n'est pas une trés forte dilution
pour un tel estualre.

 L'eau étant filtrée a 0.22 um, les effets sont dds aux contaminants dissous
provenant des rejets industriels, urbains et agricoles (IFREMER, 1986).

L'extrait de sédiment a été testé sur le développement embryonnalre de 1'huitre
et de la moule (figure 5). Notons que les deux especes donnent une réponse 51m11a1re et
que le PNA 50 % est obtenu avec un extrait correspondant pour environ 35 g 17! et
qu'avec 50 g/1°! il n'y a pratiquement plus de larves D normales.
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3. CONCLUSION

Les résultats de ces différents tests montrent que Crassostrea gigas et Mytilus
‘edulis répondent d'une fagon similaire en présence de rejet urbain de la station
d'épuration de Morlaix ou de l'extrait de sédiment provenant de la Seine. Notons
cependant que les effets sont observés 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 THAIN (1991), nous pouvons dire que ce type de
biocessai peut étre employé comme "indicateur" de la toxicité potentielle globale d'un.
rejet en mer, d'une phytotoxine, d'une riviére ou d'un extrait de sédiment.

Ce bioessai a aussi permis de suivre 1l'évolution dans le temps de la toxicité du
rejet urbain de Morlaix et d'une culture de Gyrodinium aureolum. 11 permettrait
d'établir une cartographie des toxicités relatives de l'eau et/ou des sédiments de
diverses zones cdtiéres.

- De plus, ces bioessais répondant aux critéres de STEBBING et al (1980) sont assez
faciles a réaliser, peu onéreux et donnent une indication assez rapide (24 a 48 heures)
du niveau de toxicité du milieu é&tudié.

Enfin, 1l'intérét de ces tests est accru par le fait que la fécondation est
réalisée directement dans les milieux & tester. Ceci permet de prendre en compte l'effet
des contaminants dés leur mise en contact avec les gamétes (HIS et ROBERT, 1980).
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