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Résumé. — L'activité de filtration est régie chez les bivalves par le comportement des
valves et des siphons. Chez Dreissena, ce comportement présente une bonne sensibilité
a l'action des micropolluants et des effluents toxiques, ce qui se traduit par la réduction
du taux de filtration. Dans la présente note, la réponse comportementale de Dreissena
a des concentrations sublétales de deux métaux: le cuivre et le mercure est caractérisée
par I'enregistrement des courants de filtration en utilisant la technique anémométrique.
Considérant sa sensibilité, la réponse comportementale est proposée comme critere pour
un protocole d’essai de toxicité en milieu d’eau douce. Les essais de laboratoire concer-
nant quelques métaux ont permis de détecter les seuils suivants: 10 ppb pour le Hg,
15 ppb pour le Cu., 100 ppb pour le Cd, 200 ppb pour le Zn et 400 ppb pour le Pb.
Une expérience sur des produits de traitements antisalissures a été entreprise afin de
valider la méthode. La performance de I'essai par rapport a d’autres méthodes est dis-
cutée.

Mots-clés. — Comportement - Filtration - Dreissena - Toxicité - Test biologique - Métaux
- Dioxyde de chlore.

Abstract. — Pumping activity in bivalves is monitored by the valve and siphon behaviour.
In Dreissena, this behaviour is sensitive to the effect of pollutants and effluents and as
a result the filtration rate may decrease. In the present work, the behavioural response
of Dreissena to subletal concentrations of Cu and Hg is analysed by recording the pum-
ping flow pattern using the anemometric technic. Considering its sensitivity, the beha-
vioural response is proposed a criterium for a toxicity screening test in freshwater.
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Laboratory assays allowed to set the following detection limits for metals: 10 ppb for
Hg, 15 ppb for Cu, 100 ppb for Cd, 200 ppb for Zn and 400 ppb for Pb.
Two antifouling compounds have been tested in a validation experiment. The usefulness
of the proposed test is discussed in regard to other sceening methods.

Key words. — Behaviour - Filtration - Dreissena - Toxicity - Biological test - Metals -

Chlorine dioxide.

INTRODUCTION

Un intérét particulier est porté actuel-
lement sur les études comportemen-
tales dans le domaine de 'évaluation
de la toxicité (Little, 1990).

En effet, le comportement est inté-
ressant a étudier parce qu'il intégre
plusieurs processus physiologiques et
gu’il est essentiel pour la viabilité de
F'organisme et de la population.

Le critere d'évaluation dans une
telle étude représente la capacité de
I'animal a intéragir normalement avec
son environnement  (Sindermann,
1988). Plusieurs méthodes d’'essai ba-
sées sur le comportement ont été
mises au point pour la visualisation de
la toxicité en milieu aquatique (revues
par Kramer et Botterweg, 1991). Les
premiers essais utilisaient notamment
les poissons (comportement de la
toux, mouvements operculaires, nage
contre le courant). Plus récemment,
les études sur l'activité valvaire des
lamellibranches ont montré la sensi-
bilit¢ de ce critere et ont donné lieu
a 'élaboration de systémes de détec-
tion de la poliution utilisant les modi-
fications de cette activité sous l'effet
des toxiques (Slooff et al., 1983;
Salanki et Balogh, 1989; Kramer et
al., 1989).

Cependant, outre la réaction val-
vaire, la réponse comportementale du
bivalve comprend une modification de
I'activité du siphon dont les répercu-
tions sur le taux de filtration peuvent
étre négatives.

Dans la présente étude, notre ob-
jectif est de caractériser cette réponse
chez le bivalve d'eau douce Dreisse-
na polymorpha et de proposer un
protocole d'essai de toxicité ayant
comme base le comportement de
filtration.

MATERIEL ET METHODES

1. Principe de la technique

L'activité de pompage est visualisée
en niveau du siphon par la technique
anémométrique qui rend compte du
mode d’écoulement de I'eau filtrée par
le bivalve.

Lanémométre a  température
constante (CTA) est un pont de
Wheatstone alimenté par un courant
continu (fig. 1) dont l'une des résis-
tances est la sonde a film chaud (Rp).
La partie sensible de la sonde (film
chaud) est maintenue a température
constante, supérieure a la tempéra-
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ture ambiante, par un systéme d'as-
servissement électronique. La détec-
tion du courant est basée sur le fait
que la quantité de chaleur cédée par
le film chaud au fluide ambiant dé-
pend de la vitesse d'écoulement de
ce dernier. Les variations de vitesse
du fluide modifient le niveau des
échanges thermiques entre la sonde
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Fig. 1. — Schéma du montage de I'anémometre
CTA.
Fig. 1. — Diagram of the CTA anemometer.

et le milieu et, de ce fait, modifient
également la tension qu'il faut fournir
au film pour maintenir sa température
constante.

L'enregistrement, en sortie, de ces
variations de tension correspond aux
variations de vitesse du fluide au ni-
veau de la sonde.

2. Dispositif expérimental

Le dispositif de mesure de l'activité de
filtration comprend une sonde DI-
SA 55A 76, placée devant le siphon
exhalant, perpendiculairement a son
axe (fig. 2). Elle est reliee a un ané-
mometre DISA 56C 16 dont la tension
de sorlie est préalablement réglée a
5V. Un enregistreur potentiométrique
relié a 'anémometre permet l'enregis-
trement en continu de l'activité.

3. Prélevement et maintenance des
moules

Les moules sont récoltées a la station
de Villey-le-sec sur la riviere Moselle
(Nord-Est de la France). Elles sont ac-
climatées aux conditions de labora-
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Fig. 2. — Schéma du dispositif d’enregistrement de l'activité de filtration.
Fig. 2. —~ Schematic presentation of the recording set-up for the filtration activity.
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toire pendant au moins une semaine.
Le milieu est constitué de leau de
conduite déchlorée avec un apport
algal (Chlorella) comme nourriture. La
température est amenée a 20°C a
partir de celle du site de prélévement
par variation quotidienne de 3°C au
maximum. Les moules ne s’étant pas
fixées par le byssus au troisieme jour
sont éliminées, la fixation étant consi-
dérée comme Vlexpression d'une
bonne condition physiologique.

4. Exposition aux loxiques

L'animal choisi pour I'essai d’exposi-
tion est collé sur un bloc de verre et
placé dans le milieu.

Avant lintroduction du toxique, un
enregistrement a blanc de quelques
heures est effectué afin de contréler
la conformité de l'activiteé de I'animal
avec celle du témoin. La moule est
validée pour 'essai si elle ne présente
aucune fermeture ni activité de stress
(voir ci-apres). Le toxique est alors in-
troduit directement dans le milieu a la
concentration désirée.

Une légére agitation permet d’ho-
mogéneéiser rapidement la concentra-
tion. L'enregistrement commence dés
que le milieu redevient calme. Les
essais d'exposition se font en ab-
sence de nourriture.

ETUDE PRELIMINAIRE: Les
difféerentes phase de l'activité
1. L’activité normale (A.N.)

La description précise de I'activité de
pompage normale (témoin) de Dreis-

sena est importante puisque c’est par
rapport a elle que sera jugé I'effet des
toxiques.

L'activité de plusieurs individus, fil-
trant dans des conditions de bonne
acclimatation, a été enregistrée et
analysee. La description a été
complétée par I'observation directe a
la loupe binoculaire des mouvements
des valves et des siphons.

Un animal filtrant normalement se
présente avec des valves largement
ouvertes et les siphons protractés. Le
mode de pompage est de type continu
sur plusieurs minutes avec une vi-
tesse d’écoulement variable. L'écoule-
ment est de temps en temps
interrompu par des fermetures instan-
tanées du siphon (fig. 3). Durant 'acti-
vité normale il n'y a pas d'interruption
prolongée du courant exhalant.

2. L'activité de stress (A.S.)

L'A.S. se manifeste quand I'animal est
exposé a des conditions défavorables
(stress chimique ou physique) et est
profondément differente de 'A.N. Elle
se caractérise par un mode de pom-
page intermittent (fig. 4). L'écoulement
est frequemment interrompu par des
fermetures prolongées du siphon (de
quelques secondes a plusieurs mi-
nutes).

L'animal en activité de stress pré-
sente un état d'ouverture incompléte
de la coquille; les siphons pouvant
méme étre pincés entre les valves en
cas de fort stress. Des fermetures
valvaires instantanées dues a de
brusques contractions des muscles
adducteurs peuvent accompagner cet
état d'activité de stress.
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Fig. 3. — Exemple d'enregistrement de I'activité normale (A.N.) de Dreissena.
Fig. 3. — Typical recording of the normal activity of Dreissena.

3. Analyse du cycle de 24 heures

chez les témoins Tableau 1. — Durées relatives (en h) des

différents types d’activité sur un cycle de
24 h,

Table 1. — Relative duration (in h) of ac-
tivity phases on a 24 h cycle.

LP’'analyse est faite en comptabilisant
les durées des differentes phases
d’activité enregistrées sur 24 heures,

c'est-a-dire I'activité normale, 'activité ! Moyenne: EC3T"
de stress et la durée totale de ferme- o _ _ bpe |
ture des valves. Activité normale (AN)  19.6h 2.9 |
Activité de stress (AS) 1,1h 0,9
Les résultats (tableau 1) montrent Durée de fermeture { 33h 2,6
que les valves sont en moyenne ou-  Nombre de fermeture 13
Répétitions 15 :

vertes 20,7 h (soit 86 % du temps) et
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Fig. 4. - Exemple d’enregistrement de l'activit¢ de stress (A.S.) de Dreissena.
Fig. 4. — Typical recording of the stress activity of Dreissena.
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Fig. 5. - Activité de filtration avant et aprés exposition a 40 ppb de Cu.
Fig. 5. —Filtration activity before and after exposure to 40 ppb of Cu.
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fermées 3,3 h (14% du temps) avec
en moyenne 1,3 fermetures par 24 h.
Pendant le temps d’ouverture, 'animal
fitre en mode normal (A.N.) 19,6 h
(soit 95 % du temps d’ouverture). Pen-
dant le reste du temps, il présente une
filtration de type discontinu (A.S.); ces
périodes courtes d’A.S. précédent les
fermetures valvaires. L'observation
directe montre que cette activité est
le plus souvent liée a la présence de
feces accrochées au siphon et que
'animal tente d'expulser par des
contractions répétitives.

LA REPONSE
COMPORTEMENTALE AU
STRESS TOXIQUE DU CUIVRE
ET DU MERCURE

1. La réponse au cuivre

Trois lots de moules sont exposés
pendant 24 h a des concentrations de
cuivre sous forme de sulfate de
20 ppb (4 moules), 40 ppb (3 moules)
et 80 ppb (3 moules).

L'analyse des résultats (tableau 2)
montre que leffet du cuivre est
concentration-dépendant. La concen-
tration de 20 ppb provoque une réac-
tion immédiate pour trois animaux sur
quatre. Cette réaction se caractérise
par la modification du mode de filtra-
tion qui devient intermittent (A.S.). La
durée totale de fermeture augmente
par rapport au témoin ainsi que le
nombre de fermetures. Pendant les
phases d’'ouvertures, des mouvement
de fortes adductions valvaires ac-
compagnent 'A.S.

Pour 40 ppb et 80 ppb, les effets
sont accentués et on n'observe plus
aucune période d’.A.N. (fig. 5).

2. La réponse au mercure

Trois lots de trois moules sont expo-
sés dans les mémes conditions que
pour le cuivre a 20,50 et 100 ppb de
mercure sous forme de chlorure (ta-
bleau 2).

Les enregistrements de 24 heures
montrent des figures similaires a
celles obtenues avec le cuivre, les
animaux réagissent immeédiatement a

Tableau 2. — Durées relatives (en h) des différents types d’activité durant I'exposition

au Cu et au Hg (valeurs moyennes).

Table 2. — Relative duration (in h) of activity phases during exposure to Cu and Hg

(mean values).

Cuivre (ppb ou pg/l)

Mercure (ppb ou pg/l)

20 40

AN 95h 0

AS 76h . 112
Durée de fermetures 69h 113
Nombre de fermetures 2,8 i 3,7

Répétitions 4 3

80 20 50 100
o .71 1,9 0
32 i 84 9 6,5
208 | 86 13,1 17,6
7 27 33 47

3 3 3 3
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la présence du mercure en adoptant
une filtration de type discontinu (A.S.).
La durée de fermeture et leur nombre
augmentent par rapport aux valeurs
témoins.

La comparaison des effets montre
gu’ils sont concentration-dépendant.

DEFINITION D’UN PROTOCOLE
D’ESSAI DE TOXICITE

1. Pertinence du critére comporte-
mental

La bonne sensibilité¢ de la réponse
comportementale est confirmée par
les résultats concernant des métaux:
Zn, Cd et Pb ainsi que des molécules
organiques telles que le Lindane et un
detergent (Mouabad, 1991). Cette ré-
ponse se révele utile comme critéere
de toxicite pour un test en milieu
d'eau douce. Sa pertinence écologi-
que réside dans le fait que la modifi-
cation du comportement de filtration
provoque une réduction de la quantité
d’eau filtrée par I'animal (taux de fil-
tration) ce qui réduit la nourriture in-
géree et par conséquent constitue un
risque d’altération pour la capacité de
Fanimal a croitre et a se reproduire.
Les conséquences au niveau de la
population sont évidentes.

2. Principe

La sensibilité et la pertinence du cri-
téere comportemental nous a incité a
I'utiliser comme base d'un essai de
visualisation et de détection de la toxi-
cite. Le principe de l'essai est le
suivant : dans les conditions de qua-
lité du milieu satisfaisantes et en

absence de tout stress environnemen-
tal (physique ou chimique), la moule
zébrée Dreissena polymorpha se pre-
sente avec une coquille ouverte la
plupart du temps pour la filtration
(prise de nourriture) et la respiration
(Kramer et al, 1989; Mouabad,
1991). Le processus de pompage se
fait selon un mode continu avec, de
temps en temps, des interruptions in-
stantanées régies par des contrac-
tions du siphon exhalant. En présence
d'une substance toxique, la moule
réagit par une modification de I'activité
de pompage dans le sens de la ré-
duction, ce qui limite ou supprime le
contact avec le toxique. Cette activité
de stress se caractérise par un mode
de pompage intermittent avec l'appa-
rition de périodes de fermetures pro-
longées etou fréquentes selon le
toxique et sa concentration.

L'objectif de I'essai est de visualiser
cette réponse par enregistrement en
continu grace a la technique anémo-
métrique.

3. Durée et criteres d'appréciation
de l'essai

Les résultats concernant le cuivre et
le mercure ainsi que d’autres métaux
(Mouabad, 1991) ont permis de fixer
la durée de l'essai a 10 heures au
maximum avec 6 répétitions par
concentration. Les conditions sont
celles décrites dans le chapitre des
matériels et méthodes. L'essai peut
étre arrété avant son terme quand il
s'agit d'une détection et que la ré-
ponse est obtenue rapidement.

Une répétition est considérée
comme positive si:
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— L'A.S. de 'animal exposé > A.S.
maximum chez le témoin,

— et/ou la durée totale de ferme-
ture > durée maximum de fermeture
chez le témoin.

L'essai est considéré positif si au
moins 5 répétitions sur les 6 exécu-
tées sont positives.

LIMITES DE DETECTION POUR
QUELQUES SUBSTANCES
TOXIQUES

Afin d'évaluer les performances de
l'essai proposé, nous avons tenté
d'approcher les concentrations seuils
détectables pour les métaux Cu, Hg,
Pb, Zn et Cd ainsi que pour deux mo-
léecules organiques. La procédure
consistait a tester des concentrations
de plus en plus faibles jusqu’a attein-
dre la plus faible provoguant une
réponse positive selon les critéres
préétablis. Le tableau 3 résume les
résultats de ces essais.

UTILISATION DU TEST
COMPORTEMENTAL POUR
DETERMINER LE SEUIL DE
REPONSE A DES SUBSTANCES
UTILISEES DANS LE
TRAITEMENT DES EAUX
INDUSTRIELLES

A l'occasion d'une étude effectuée sur
des produits antisalissures (Khalanski
1993), des essais ont été réalisés sur
de l'eau de Moselle traitée avec deux

produits ayant une activité biocide: le
dioxyde de chlore — Cl0, — et le pro-
duit organique connu sous la dénomi-
nation commerciale Mexel 432
(mélange comprenant des polyols).

1. Dioxyde de chlore

Les résultats, rapportés dans le ta-
bleau 4, concernent de l'eau traitée a
05mg/l - 1,0mg/l — 2,0mg/l et
4,0 mg/l. En eau de Moselle a l'aval
de Thionville, le dioxyde de chlore dis-
parait dans un laps de temps variant
de 1 minute & 20 minutes dans cette
gamme de concentrations initiales. On
observe cependant la persistance de
composés oxydants dosables par la
méthode colorimétrique a la DPD, qui
decroissent lentement. Les réactions
comportementales ne sont observées
que dans les échantillons traités a 2
et 4mg/l dans lesquels il a été
conservé un résiduel de dioxyde de
chiore d’au moins 0,5mg/l dans la
premiére minute, avec une concentra-
tion en oxydants résiduels totaux
(DPD) équivalente en chlore a environ
0,15 mg/l au bout de 60 minutes. En
revanche, les échantillons traités a
0,5 mg/l et 1,0 mg/l, dans lesquels le
résiduel de dioxyde de chlore ne
persiste pas plus d'une minute et ou
les oxydants résiduels totaux sont ra-
pidement inférieurs a 0,1 mg/l, ne
montrent pas de réaction comporte-
mentale. Une dilution de 'eau traitée
a 2mg/l au bout de 65 minutes, qui
a abouti a réduire les oxydants rési-
duels totaux & moins de 0,1 mg/, a
éliminé la reaction au test. Ces essais
laissent supposer que le traitement au
dioxyde de chlore d’'eau de rivieres
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Tableau 3. — Limites de détection de l'essai Dreissena pour quelques substances
toxiques.

Table 3. — Detection limits of the Dreissena test for some toxic substances.

Substance Limite de ! Nombre de Répétitions

testée détection (ppb) i répétitions positives
Cu (sulfate) ‘ 15 ) 6 6
Hg (chiorure) ; 10 : 6 6
Cd (chlorure) 100 ‘ 6 6
Zn (acétate) 200 ! 6 6
Pb (acétate) ‘ 400 6 5
Détergent 100 6 5
Lindane 100 6 5

Tableau 4. — Essais avec de I'eau de Moselle traitée au dioxyde de chlore. ORT: oxy-
dants residuels totaux dosés a la DPD colorimétrique.

Table 4. — Results of the toxicity detection assays of ClO2. ORT : total residual oxidents.

. Concentration :  Concentration en résiduels Réponse
Date Teg;p?;tsre initiale . ~ comportemen- -
ClO2 (mg/l} ClO2 (mg/l) ORT (mg/l) tale
1mn: 0,00 1 mn: 0,09
11/7/91 269°C 0,5 1,25 mn: 0,07 Négative
6 mn: 0,06
16 mn: 0,04
1 mn: 0,08 50 s: 0,17 A
17791 27,2°C 1 15 mn: 0,00 63 mn: 0,11 Negatve
15,5 mn: 0,10 .
‘ 80 mn: 0,04
o . -
| 1 mn: 0,48 5 mn: 0,45
| 10/7/91 27.2°C 2 11 mn: 0,00 18 mn: 0,20 Positive
29 mn: 0,17
50 mn: 0,14
Dilution avec de I'eau de Moselle non traitée
a 65mn, 1 volume/ 1 volume
65 mn: 0,00 70 mn: 0,06 Négative
87 mn: 0,04
125 mn: 0,04
1 mn: 0,48 1,5 mn: 0,43
11/7/91 28,0°C 2 7 mn: 0.26 Positive
12 mn: 0,22
24 mn: 0,18

60 mn: 0,15
7 mn: 0,38 105 mn: 0,13
10/7/91 27,2°C 4 20 mn: 0,00 Positive
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fortement polluées peut générer des
produits oxydants, persistants apres
disparition du dioxyde de chlore, et
susceptibles d’entrainer une réponse
comportementale.

2. Mexel 432

Ce composé a la propriété de s’ad-
sorber intensément sur les matiéres
en suspension dans l'eau: environ
50% du produit n’est plus dosable
dans I'eau de Moselle apres mélange.
Les essais ont été pratiqués a 1,0-2,0
et 10,0 mg/l en concentration initiale.
La réponse au test a été positive pour
2,0mg/l et 10,0mg/l. Ce résultat est
a rapprocher des tests de toxicité qui
montrent que la dose |éthale 100% en
20heures est de 7 mg/l en injection
continue (Khalanski 1993) et de
I'étude histologique qui a mis en évi-
dence des dommages infligés a la
branchie pour une injection continue
a 2 mg/l pendant 24 heures (Giambe-
rini et al., 1993).

107

DISCUSSION

Les résultats présentés montrent que
I'étude de la réponse de l'activité de
filtration de Dreissena offre une mé-
thode d’essai fiable, sensible et per-
tinente pour I'estimation de la toxicité
en milieu d'eau douce. La comparai-
son de nos résultats avec ceux rap-
portés pour dautres méthodes de
détection rapide est intéressante pour
situer la sensibilité de I'essai Dreisse-
na parmi les essais existants. On peut
notamment comparer avec les me-
thodes utilisant comme critére la ré-
ponse operculaire du  poisson
(Morgan, 1977), l'inhibition de la lumi-
nescence de la bactérie Photobacte-
rium phosphoreumn (test Microtox,
Elnabarawy et al., 1988) et l'activité
valvaire des lamellibranches (Kramer
et al., 1989). Ces trois critéres sont
considérés par O.C.D.E. comme
étant utiles pour I'estimation de la toxi-
cité. Le tableau 5 compare les don-
nées disponibles pour les métaux. |l

Tableau 5. - Données comparatives des sensibilités des essais: Microtox (Elnabarawy

et al.,

1988), rythme operculaire de Micropterus salmoides (Morgan, 1977), activité val-

vaire de Dreissena (Kramer et al., 1989) et réponse comportementale de Dreissena (pré-

sente étude).

Table 5. — Comparative data of the sensitivity of the tests: Microtox (Elnabarawy et al.,
1988), opercular rhythm of Micropterus salmoides (Morgan, 1977), valve activity of Dreis-
sena (Kramer et al, 1989) and behavioural response of Dreissena (present study).

3

' Métal Microtox, Limite de détection (ppb)
\ CE50-30 mn (ppb) —— - !
: réponse operculaire de activité i activité de |
] Micropterus valvaire i filtration
Lo ——— ‘ .
Cu < 250 50 l 10 ; 15
i Hg 29 10 ; - l 10 |
Cd - . 100 1 100 : 100
Pb 5 400 ! 1000 500 { 400 '
Zn 680 - ‘ 500 J 200

L |
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apparait que la sensibilité de I'essai
comportemental de Dreissena est su-
périeure a celle du test Microtox pour
les métaux testés tandis qu'elle est
comparable ou légerement supérieure
a celle de la réponse operculaire de
Micropterus et de l'activité valvaire
chez Dreissena. Il faut noter que cette
demiére se révéle moins sensible
pour le zinc et le plomb. Ceci s'expli-
que par le fait que la réaction du si-
phon peut précéder celle des valves;
Akberali et al. (1981) ont montré
l'existence d'un réseau nerveux peri-
phérique autonome au niveau des si-
phons et sensible a des stimulis
chimiques ce qui favorise une ré-
ponse plus rapide que celle des
valves qui fait intervenir le systéme
ganglionnaire principal et la jonction
neuromusculaire. La méthode propo-
sée a en outre 'avantage de détecter
les forts mouvements d’adduction val-
vaire.
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