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UTILISATION DE LA MOULE QUAGGA DREISSENA
BUGENSIS COMME MOYEN D’EVALUER
LA CONTAMINATION DES EAUX DU LAC
DE NEUCHATEL PAR LES NEONICOTINOIDES

NOEMIE BLANDENIER!, KALAN WALMSLEY' ET ALEXANDRE AEBI*3

Résumé

Les néonicotinoides sont omniprésents dans I’environnement mais certains compartiments de I’écosystéme
comme les cours d’eau, sont moins bien documentés. Le but de cette recherche est d’établir un état des
lieux de la contamination de 1’eau du lac de Neuchatel par les néonicotinoides en utilisant la moule
quagga Dreissena bugensis en tant qu’espece bioindicatrice. Nous avons recherché toutes les molécules
de la classe des néonicotinoides autorisées en Suisse (acétamipride) ainsi que celles qui ont été interdites
(imidaclopride, thiamethoxam, clothianidine et plus récemment le thiaclopride). Sur 40 échantillons de
moule, 23 étaient contaminés par au moins un néonicotinoide et plusieurs échantillons étaient contaminés
par un cocktail de néonicotinoides. Cette recherche a permis de valider I’utilisation de la moule quagga en
tant qu’espece bioindicatrice ou sentinelle afin d’estimer la contamination des eaux par les néonicotinoides.
Malgré la petite quantité d’échantillons, I’analyse de la chair de 40 individus de D. bugensis a démontré
que le lac de Neuchatel est contaminé par les néonicotinoides.

Mots-clés : néonicotinoide, moule quagga, espéce bioindicatrice, HPLC-MS, science citoyenne.

Abstract

Neonicotinoids are ubiquitous in the environment but some compartments of the ecosystem, such as
waterways, are less well documented. The aim of this research is to establish an inventory of the contamination
of the water of the lake of Neuchatel by neonicotinoids by using the quagga mussel Dreissena bugensis as
bioindicator species. We searched for all molecules of the neonicotinoid class authorized in Switzerland
(acetamiprid) as well as those that have been banned (imidacloprid, thiamethoxam, clothianidin and
more recently thiacloprid). Of 40 mussel samples, 23 were contaminated with at least one neonicotinoid
and several samples were contaminated with a cocktail of neonicotinoids. This research validates the
use of quagga mussels as a bioindicator or sentinel species to estimate neonicotinoid contamination of
waters. Despite the small quantity of samples, the analysis of the flesh of 40 individuals of D. bugensis
demonstrated that the lake of Neuchatel is contaminated by neonicotinoids.

Keywords: neonicotinoids, quagga mussel, bioindicator species, HPLC-MS, citizen science.
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Zusammenfassung

Neonicotinoide sind in der Umwelt allgegenwirtig, aber einige Kompartimente des Okosystems, wie z.B.
die Wasserldufe, sind weniger gut dokumentiert. Ziel dieser Untersuchung ist es, eine Bestandsaufnahme
der Neonicotinoid-Kontamination des Wassers im Neuenburgersee zu erstellen, indem die Quagga-
Muschel Dreissena bugensis als Bioindikatorart verwendet wird. Wir suchten nach allen Molekiilen aus
der Klasse der Neonicotinoide, die in der Schweiz zugelassen sind (Acetamiprid), sowie nach solchen,
die verboten wurden (Imidacloprid, Thiamethoxam, Clothianidin und seit kurzem auch Thiacloprid). Von
40 Muschelproben waren 23 mit mindestens einem Neonicotinoid kontaminiert und mehrere Proben waren
mit einem Cocktail aus Neonicotinoiden kontaminiert. Diese Untersuchung bestdtigt, dass die Quagga
Muschel als Bioindikator- oder Sentinelart fiir die Kontamination von Gewéssern mit Neonikotinoiden
geegnet ist. Trotz der geringen Probenmenge zeigte die Analyse des Fleisches von 40 Individuen der

D. bugensis, dass der Neuenburgersee mit Neonicotinoiden kontaminiert ist.

Stichworte: neonicotinoid, Quagga-Muschel, Bioindikatorart, HPLC-MS, Citizen Science.

INTRODUCTION

Les néonicotinoides représentent envi-
ron un tiers des insecticides vendus dans le
monde®. Ils agissent sur le systéme nerveux
central des insectes, en ciblant les récepteurs
nicotiniques. Cela méne a une surstimulation
de ces derniers, provoquant ainsi sa paralysie
et sa mort (TomizawA & CAasIDA, 2005). Ces
pesticides de synthése sont systémiques, ¢’est-
a-dire qu’ils sont présents dans ’ensemble
de la plante traitée. Cette propriété permet le
traitement des cultures par semences enro-
bées, une technique qui consiste a appliquer
la substance a la surface de la graine avant
de l'avoir plantée. Ainsi, lorsque la graine
germe, le pesticide protege 1’ensemble de la
plante, ce qui facilite ’application du produit
et réduit au maximum la dose de substance
employée. Seulement, il s’avére qu’unique-
ment 5% a 20% de I’enrobage semblent étre
absorbés par la graine (SUR & STORK, 2003).
Cela signifie qu’entre 80 % et 95 % du néoni-
cotinoide appliqué reste dans le sol. L’eau qui
se trouve dans ce sol se retrouve contaminée
par ces restes en raison de la haute solubilité

* https://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A90onicoti-
no%C3%AFde, consulté le 08.11.2022.
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de ces insecticides (GouLson, 2013). En cas
d’orage par exemple, elle ruisselle et finit
dans les cours d’eau puis dans les lacs. Elle
peut aussi s’infiltrer dans le sol et ainsi poten-
tiellement contaminer les eaux souterraines
de différents cours d’eau traversant des zones
agricoles, comme le Seyon dans le Val-de-
Ruz, et qui se jettent dans le lac de Neuchatel.
Une étude a démontré par une analyse d’in-
vertébrés aquatiques la présence de néonico-
tinoides dans le Seyon (KASER, 2020 ; KASER
etal.,2021). Une analyse de foies de poissons
provenant des eaux des rivieres des cantons
du Jura, de Vaud et de Neuchatel, ainsi que du
lac de Neuchatel a mis en évidence une forte
présence de néonicotinoides dans ces cours
d’eau. Plus précisément, 74 % des poissons
analysés étaient contaminés par au moins une
molécule et toutes les perches récoltées dans
le lac de Neuchétel contenaient des néonicoti-
noides (BARBE, 2020). Par ailleurs, une étude
menée par YAMAMURO et al. (2019) a démon-
tré que les néonicotinoides peuvent affecter
les poissons négativement et que |’applica-
tion de néonicotinoides dans les bassins ver-
sants d’un lac se situant au Japon a conduit
a une diminution de 83 % de la biomasse du
zooplancton. Cela a indirectement réduit les
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rendements de la péche pratiquée dans ce lac,
car la quantité d’invertébrés, et plus particu-
lierement de zooplancton étant réduite, les
poissons n’avaient plus de ressources pour se
nourrir. L’écosystéme entier a été anéanti.

En outre, la recherche de BARBE (2020) met
en avant I’intérét d’utiliser des indicateurs bio-
logiques tels que les poissons afin de pouvoir
estimer les contaminations des eaux par les
pesticides. Toutefois, leur capture nécessite
un dispositif de science citoyenne compliqué
a mettre en ceuvre, comme une collaboration
étroite avec les pécheurs ou une démarche
inspirée des sciences citoyennes. Nous nous
sommes donc demandé quel organisme pour-
rait étre utilisé pour évaluer la contamination
de I’eau par les pesticides.

D’aprés MERSCH (1993), les indicateurs
biologiques ou organismes «sentinelles
fournissent une indication moyenne d’une
situation de pollution par leur présence per-
manente dans le milieu (PHILLIPS, 1977). De
plus, les polluants y sont accumulés a des
concentrations supérieures a celles présentes
dans les divers compartiments inertes des
écosystemes (le sol, I’air et 1’eau). L’auteur
souligne également que, puisque les micro-
polluants accumulés dans |’organisme ont
été¢ biodisponibles, leur concentration forme
une mesure de I’impact biologique de telles
substances. MERSCH (1993) démontre dans sa
recherche que les caractéristiques biologiques
de la moule zébrée Dreissena polymorpha,
soit son mode de vie fixé et sa nutrition par fil-
tration, sont des caractéristiques avantageuses
pour 'utiliser dans des recherches écotoxico-
logiques en tant que bio-indicateur.

Nous avons émis [’hypothése que la moule
quagga Dreissena bugensis Andrusov, 1897,
de ’ordre des Venerida et de la famille des
Dreissenidae®, voisine de la moule zébrée
Dreissena polymorpha (Pallas, 1771) est elle

5 Le nom Dreisseina rostriformis bugensis est aussi ac-
cepté : WoRMS — World Register of Marine Species—
Dreissena bugensis Andrusov, 1897, consulté le 21.05.2021.

aussi un bon indicateur biologique. C’est
pourquoi nous avons choisi d’utiliser cet
organisme pour compléter 1’état des lieux sur
la contamination du lac de Neuchatel par ces
polluants et continuer la recherche de I’espece
bio-indicatrice la plus efficace. Des raisons
pratiques ont de plus orienté notre choix vers
cette espece, car elle est facile a pécher et tres
abondante.

Le but de cette recherche est d’établir un
état des lieux de la contamination de I’eau du
lac de Neuchatel par les néonicotinoides en
utilisant Dreissena bugensis en tant qu’es-
pece bio-indicatrice. Nous avons analysé
toutes les molécules autorisées en Suisse
(acétamipride) et celles qui ont été interdites
(imidaclopride, thiamethoxam, clothianidine
et plus récemment le thiaclopride). Nous
sommes conscients que les néonicotinoides ne
représentent qu’une classe de produits phyto-
sanitaires et qu’une étude récente a montré la
présence de 104 pesticides différents dans les
rivieres suisses (WITTMER ef al., 2014). Pour
cette recherche, nous nous sommes basés sur
les questions suivantes: est-ce que la conta-
mination de la chair de D. bugensis est simi-
laire a celle de I’eau du lac de Neuchatel?
Est-ce que les individus les plus agés sont
les plus contaminés? La contamination aux
néonicotinoides varie-t-elle en fonction de la
distance a 1I’embouchure du Seyon? Est-ce
que la contamination des moules quagga est
comparable a celle des poissons analysés par
BARBE (2020)? Quelles sont les combinai-
sons de néonicotinoides détectées dans les
moules quagga?

LA MOULE QUAGGA:
QUELQUES CARACTERISTIQUES

Dreissena bugensis s’alimente par filtration
et peut filtrer plus d’un litre d’eau par jour®.
La moule quagga est une espéce invasive

6 https://doris.ffessm.fr/Especes/Dreissena-rostriformis-
bugensis-Moule-quagga-4007/(rOffset)/0, consulté le
21.05.2021.
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Figure 1. Suite d’images, tirées d’une vidéo, montrant une moule éjectant des pseudofeces.

proliférant en Suisse’ et présente en grande
quantité¢ dans le lac de Neuchatel. Depuis
les années 1930, Dreissena bugensis, origi-
naire d’Ukraine et du nord de la région pon-
tocaspienne (comprenant la mer Noire, la mer
Caspienne et la mer d’Azov), se propage dans
quantité de cours d’eau d’Europe et d’ Amérique
du Nord. En Europe, elle remonte le Danube, la
Meuse et le Rhin. Elle se répand d’abord par le
biais des coques de bateaux sur lesquelles elle se
fixe et sa rapide propagation est facilitée par sa
prolificité, son développement rapide, |’ aptitude
des larves a dériver durant des semaines avant
de se fixer et celle des adultes a supporter plu-
sieurs jours de dessiccation.

Etant un bivalve, la moule quagga est fil-
treuse. Elle emploie des cils qui acheminent
I’eau environnante vers et a travers leur siphon
inhalant. La moule filtre ensuite cette eau grace
a ses branchies, absorbant 1’oxygéne présent
dans 1’eau, ingérant la matiére organique et
dissoute, le phytoplancton et le zooplancton,
qu’elle contient et fixant les particules indé-
sirées (p. ex.: sable, résidus inorganiques et
proie indésirable) dans un mucus. Ce mucus

7 https://www.cipel.org/moulequagga-2021/, consulté le
23.12.2022.
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est sécrété par les branchies. Il semblerait que
les particules fixées soient acheminées jusqu’a
la cavité entre la partie ventrale du manteau et
les cténidies, ou elles forment des pseudofeces
prétes a étre éjectées. Les branchies de la moule
zébrée peuvent retenir des particules aussi
petites que 0,4 pm de diametre. Le mélange
mucus-particules appelé pseudoféce est ensuite
excrété par le siphon inhalant (fig. 1). L’eau
filtrée est €jectée par un deuxieéme siphon,
celui-ci expirant. Le mode de nutrition de
D. bugensis explique qu’elle puisse étre consi-
dérée comme espece ingénieure. En filtrant
I’eau, elle enleve non seulement une part de la
matiere organique en suspension et fait précipi-
ter les particules inorganiques, les rejetant sous
forme de pseudofeces, mais elle rejette aussi de
la matiére organique sous forme d’excréments.
Ces pseudofeces et feces recouvrent alors les
fonds, altérant leur nature et leur composition.

MATERIEL ET METHODES
Récolte des moules

Nous avons élaboré un protocole d’échan-
tillonnage avec un pécheur qui I’a transmis
a ses collegues. Il contenait une carte du
lac de Neuchatel que nous avons divisée en
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9 zones de péche d’une surface approxima-
tivement équivalente en nous basant sur une
carte topographique. Nous avons choisi ces
zones afin de couvrir la surface entiére du lac.
Des moules quagga ont été récoltées dans 8§
des 9 zones prévues initialement, plus par-
ticulierement a Bevaix, Concise, Cudrefin,
Portalban, Chevroux, Vaumarcus, Yvonand
et au port du Nid-du-Cré a Neuchatel. Les
échantillons provenant des différentes zones
ont été stockés au congélateur.

Identification

On peut reconnaitre D. bugensis par sa
jonction ventrale entre les 2 valves qui est
sinusoidale, alors qu’elle est droite chez D.
polymorpha. Un autre critere moins faci-
lement discernable est 1’emplacement du
byssus, plus proche de la charniere chez D.
bugensis que chez D. polymorpha®.

METHODE D’ANALYSE

Les néonicotinoides ont été extraits en uti-
lisant la méthode QuEChERS (KaMMOUN
et al., 2019). Pour commencer, un tube d’un
mélange A de sels (tube Falcon® de 15 mL,
rempli de 3,25 g de sels d’extraction) et un
tube d’un mélange B de sels (tube Falcon® de
15 mL, rempli de 150 mg de MgSO4, 100 mg
de PSA et 100 mg de C18) ont été préparés
pour chaque échantillon et mis de coté. Les
ustensiles utilisés ont été rincés a 1’eau et a
I’éthanol 70 % puis séchés entre chaque utili-
sation pour éviter les contaminations.

Ensuite, les échantillons de moules ont été
mixés au polytron avec 5 mL d’acétonitrile et
20 pL de standard interne pendant 3 minutes
(Pappareil a été nettoyé a I’eau et rincé a
I’éthanol entre chaque échantillon). Les tubes
ont été centrifugés a 4500 tours par minutes
pendant 4 minutes et la plus grande quantité
possible de surnageant a été pipetée dans le

8 https://doris.ffessm.fr/Especes/Dreissena-rostriformis-
bugensis-Moule-quagga-4007, consulté le 19.05.2021.

mélange A de sels. Un volume de 5 mL d’eau
mili-Q a été ajouté dans chaque tube et nous
les avons secoués jusqu’a la dissolution des
sels. Les tubes ont été a nouveau centrifugés
pendant 4 minutes. Le maximum de surnageant
a encore une fois été pipeté, mais cette fois-ci
dans le mélange B de sels. Les tubes ont été
secoués énergiquement pendant 30 secondes
et mis dans la centrifugeuse. Le surnageant de
chaque tube a été récolté et mis dans un tube en
verre de 13 x 100 mm. Les tubes en verre ont
ensuite été déposés pendant 5 heures a 34 °C
dans un Speedvac pour les évaporer. 500 uL de
H20:MeOH 75:25 ont été ajoutés dans chaque
tube qui ont ensuite €té a nouveau centrifugés
pendant 20 secondes. Un vortex a été utilisé
pendant 20 secondes pour remettre en suspen-
sion |’extrait collé a la paroi du récipient suite
a I’évaporation. Enfin, les tubes ont été placés
dans un bain a ultrasons pour 2 minutes pour
la méme raison. Le contenu de chaque tube en
verre a été transvasé dans un tube Eppendorf
de 2 mL de volume puis centrifugé pendant
2 minutes a vitesse maximum (14 000 tours
par minute). La suspension de chaque tube
a été récupérée puis filtrée a I’aide de filtres
PTFE dans une fiole HPLC munie d’un insert
conique de 250 pL.

L’analyse des échantillons se base sur une
chromatographie en phase liquide a haute per-
formance combinée a une spectrométrie de
masse (HPLC-MS High-performance liquid
chromatography-mass spectometry). La chro-
matographie liquide sert a séparer les diffé-
rents composants de la solution alors que la
spectrométrie de masse permet de les détecter
et de les identifier.

Le standard interne ajouté dans les solu-
tions a analyser sert d’étalon. Il est contaminé
artificiellement par des néonicotinoides que
I’on cherche a détecter, a une concentration
connue. Cela nous permet de distinguer les
véritables signaux de néonicotinoides pré-
sents dans les échantillons des bruits parasites
involontaires issus de la méthode d’analyse
(KASsER, 2020).
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Apres 1’analyse HPLC-MS, nous avons
obtenu les concentrations en nanogramme par
millilitre de sept néonicotinoides différents
dans nos 40 échantillons. Les sept substances
étaient le thiaméthoxame, le clothianidine,
I’imidaclopride, 1’acétamipride, le thiaclo-
pride, le flupyradifurone et le sulfoxaflor. Les
concentrations étaient données en ng/mL et
nous les avons converties en ng/g selon la for-
mule suivante, V f étant le volume de la solu-
tion finale a analyser (1 mL) et mi étant la
masse initiale de la chair de la moule:

il VF _ no,

mi g

RESULTATS

Comparaison entre les contaminations
de la chair de D. bugensis et celles
de l’eau du lac de Neuchdtel

A la suite de I’analyse HPLC-MS, nous avons
obtenu les résultats suivants: le clothianidine, le
thiaméthoxame, le flupyradifurone et le sulfoxa-
flor n’ont été détectés dans aucun échantillon.
Sur 40 échantillons au total, 23 étaient conta-
minés par au moins un néonicotinoide (fig. 2).
Parmi ceux-ci, 7 étaient au-dessus de la limite
de quantification (LOQ, la plus faible concen-
tration quantifiable) et 16 se trouvaient entre la
limite de détection (LOD, la plus faible concen-
tration & laquelle la molécule peut étre détectée)
et la limite de quantification (LOQ). Pour ces
derniers, des valeurs ont ét¢ exprimées, mais,
¢tant proches de la limite de détection, elles
étaient peu fiables. Nous n’avons donc pas pris
en compte les valeurs exprimées pour les conta-
minations se trouvant entre la LOD et la LOQ.
Les 17 échantillons restants n’étaient contami-
nés par aucun néonicotinoide (cf. annexe 2).

L’imidaclopride a été trouvé dans 19 échantil-
lons (fig. 3). Quatorze étaient entre la LOD et
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. >LOQ

Figure 2. Sur 40 échantillons au total, proportions
des différentes catégories de contamination avec
distinction.

i LOD<x<LOQ . Non contaminés

la LOQ et 5 étaient au-dessus de la LOQ (avec
des concentrations de 0,014 ng/g, 0,023 ng/g,
0,029 ng/g, 0,089 ng/g et 0,091 ng/g).
L’acétamipride a été trouvé dans 9 échantillons.
Un seul était au-dessus de la LOQ (avec une
concentration de 0,023 ng/g) et les 8 autres se
trouvaient entre la LOD et la LOQ. Le thiaclo-
pride a été trouvé dans 3 échantillons. Deux
¢taient au-dessus de la LOQ (avec pour les deux
une concentration de 0,015 ng/g).

Combinaisons de néonicotinoides détectées

Sur tous les échantillons contaminés, 16
étaient contaminés par un seul néonicoti-
noide. Parmi ceux-la, 12 échantillons étaient
contaminés seulement par I’imidaclopride,
trois seulement par I’acétamipride et un seu-
lement par le thiaclopride. Six échantillons
¢taient contaminés par deux néonicotinoides.
Cing par I’imidaclopride et ’acétamipride et
un par ’imidaclopride et le thiaclopride. Un
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Imidaclopride Acétamipride Thiaclopride Non-contaminé

B Imidaclopride W Acétamipride I Thiaclopride DO Non-contaminé

Figure 3. Nombre d’individus contaminés par différentes molécules (imidaclopride, acétamipride et
thiaclopride) et nombre d’individus non contaminés.

B |mi B Ace B Thia Imi+Ace

B |mi+Thia M Ace+Thia ¥ Imi+Ace+Thia B Non contaminé

Figure 4. Nombre d’échantillons contaminés par aucun, un, deux ou trois néonicotinoide(s) avec précision
des différents cocktails.
Imi=imidaclopride, Ace=acétamipride et Thia=thiaclopride.
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seul échantillon était contaminé par les trois
néonicotinoides détectés: 1’imidaclopride,
I’acétamipride et le thiaclopride. Aucun échan-
tillon n’était contaminé par I’acétamipride et le
thiaclopride en méme temps (fig. 4).

Contamination par zone de péche

La figure 6 illustre les contaminations par
zone de péche et la figure 7 indique la pro-
portion de moules contaminées par aucun,
un, deux ou trois néonicotinoide(s) par lieu.
A Bevaix, toutes les moules analysées étaient
contaminées par au moins un néonicotinoide.
Deux étaient contaminées par deux néoni-
cotinoides différents et le seul échantillon
contaminé par trois néonicotinoides diffé-
rents provenait de cet endroit. A Concise,
une moule était contaminée par deux néoni-
cotinoides, une par un seul néonicotinoide et
trois n’étaient pas contaminées. A Cudrefin,
toutes les moules étaient contaminées. Une
moule était contaminée par deux néonicoti-
noides et 4 par un néonicotinoide. A Portalban
et a Chevroux, trois moules étaient conta-
minées par un néonicotinoide (toutes entre
la LOD et la LOQ) et deux n’étaient pas du
tout contaminées. A Vaumarcus, une moule
était contaminée par un néonicotinoide et
les 4 autres n’étaient contaminées par aucun
néonicotinoide. A Yvonand, une moule était
contaminée par deux néonicotinoides, deux
par un néonicotinoide et deux n’étaient pas
du tout contaminées. Au Nid-du-Cro, une
moule était contaminée par deux néonicoti-
noides et 4 n’étaient contaminées par aucun
néonicotinoide.

DISCUSSION

Limite des méthodes et propositions
d’amélioration

Dans certains cas, la chaine du froid n’a
pas été respectée lors de la manipulation des
¢chantillons de moules quagga provenant
des différents secteurs du lac. De plus, nous
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n’avons pas lyophilisé les moules avant de les
préparer a I’analyse. Certains individus conte-
naient donc plus d’eau que d’autres. De plus,
sous I’effet du froid, I’eau se trouvant dans
le cytoplasme des cellules se transforme en
glace. Cette derniére prend plus de place que
I’eau liquide et les cellules peuvent éclater.
Donc une fois les moules sorties du congéla-
teur et décongelées, elles ont perdu du liquide.
Finalement, nous avons remarqué que les
moules une fois mortes s’ouvraient, et donc
qu’elles ne conservaient probablement pas
toute leur eau. C’est pourquoi nous pensons
qu’il aurait fallu procéder a une lyophilisation
pour plus de précision. Ces problemes métho-
dologiques nous amenent donc a sous-estimer
la contamination des moules quagga par des
néonicotinoides.

Nous avons pu, pour des raisons logistiques
et financieres, analyser seulement 5 indivi-
dus par lieu de péche. Comme les contami-
nations varient beaucoup de moule en moule
pour un méme lieu, il aurait fallu analyser un
plus grand nombre de moules pour avoir des
données plus représentatives. Dans 1’étude de
BARBE (2020), 20 moules quagga avaient été
analysées en plus des poissons. Les résultats
ont montré qu’en tout, seulement deux moules
étaient contaminées par |’acétamipride entre
la LOD et la LOQ.

Comparaison entre les contaminations
de la chair de D. bugensis et celles
de I'eau du lac de Neuchdtel

Les moules quagga étaient plus contami-
nées que ce qu’a révélé ’analyse de I’eau
de certains lieux du lac de Neuchatel (AEgI,
données non publiées). En effet, plus de la
moitié des moules analysées étaient conta-
minées par au moins un néonicotinoide. Cela
pourrait s’expliquer par le fait qu’il s’agit
d’organismes filtreurs, pouvant filtrer plus
de 1 L d’eau par jour. Ainsi, les molécules
contenues dans 1’eau qu’elles filtrent s’accu-
muleraient dans leurs tissus au fil du temps
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Figure 5. Carte des contaminations par zone de péche. Les graphiques a secteurs représentent la propor-
tion de contamination par I’imidaclopride, I’acétamipride et le thiaclopride. Les secteurs sont calculés en
proportion du nombre total de contaminations. Exemple: Une moule contaminée par deux néonicotinoides
différents est comptée comme deux contaminations. n représente le nombre d’individus contaminés par au
moins un néonicotinoide. Carte du lac de Neuchatel prise sur le site du SITN : https://sitn.ne.ch/theme/main
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et cela expliquerait pourquoi nos €chantillons
de moules sont plus contaminés que ce qu’ont
démontré les analyses d’eau. Les polluants
sont donc concentrés dans les tissus de D.
bugensis.

Comme expliqué précédemment, les moules
quagga peuvent accumuler des substances/par-
ticules nuisibles, mais elles risquent aussi de
contaminer le benthos par le rejet de pseudo-
feces et de feces contaminées qui se déposent
dans les fonds lacustres. Les organismes
benthivores et détritivores pourraient alors
se faire contaminer. Les dreissénes peuvent
donc engendrer une contamination du réseau
trophique et générer une bioaccumulation de
ces substances a travers ce dernier. Puisque la
biomasse d’un niveau trophique est produite a
partir d’une quantité plus importante de bio-
masse provenant du niveau inférieur, un effet
de bioamplification se produit (plus un orga-
nisme est placé haut trophiquement, plus la
concentration tissulaire des substances/parti-
cules toxiques et/ou virions sera élevée). Ceci
peut avoir d’importantes conséquences sur
les organismes présents dans les écosystemes
colonisés, mais aussi sur nous, puisque nous
sommes au sommet de ces réseaux trophiques
contaminés.

La moule quagga peut donc étre considé-
rée comme espéce ingénieure allogénique pour
sa modification du benthos. Elle se nourrit de
maniere sélective, c’est-a-dire en ingérant la
maticre organique et en fixant la maticre inorga-
nique et les proies indésirées dans du mucus pour
former des pseudofeces, les excrétant par son
siphon inhalant. Ceci fait précipiter les particules
en suspension dans la colonne d’eau puis les
fait couler au fond sous forme de pseudoféces.
Puisque les courants dans les lacs sont réduits,
ces pseudoféces s’accumulent, de méme que les
excréments des moules et sont uniquement réin-
tégrées dans la colonne d’eau par des poissons,
le brassage des eaux, des activités humaines, etc.

Tout ceci modifie la nature de la couche
benthique, la rendant plus dense en matiere
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organique, favorisant surtout les espéces
constituant la micro/macro sous-benthos (les
especes vivant a I’intérieur de la couche ben-
thique) telles que les gammares, mais aussi
les détritivores/benthivores en général, qui
utilisent les pseudoféces comme habitat et/
ou comme source de nourriture. La pré-
sence de contaminant comme les néonicoti-
noides pourrait également étre altérée par ces
caractéristiques.

Combinaisons de néonicotinoides détectées

Nous avons pu observer plusieurs combi-
naisons de néonicotinoides dans les moules
analysées. Les effets de I’exposition a plu-
sieurs néonicotinoides, appelés « effets cock-
tails », ont seulement récemment commencé
a étre étudiés. MALONEY et al. (2017) ont
démontré I’existence d’une toxicité cumu-
lative entre différents néonicotinoides. Cette
recherche a donc prouvé que I’exposition a un
cocktail de néonicotinoides est plus nocive
que ’exposition a un seul néonicotinoide.

Présence fréquente de |'imidaclopride
dans nos échantillons

Dans nos échantillons, I’imidaclopride est
la substance la plus souvent retrouvée
(19 fois en tout contre 9 fois pour I’acéta-
mipride et trois fois pour le thiaclopride).
Quatorze moules étaient contaminées par cette
substance a des concentrations se trouvant
entre la LOD et la LOQ et 5 moules étaient
contaminées au-dessus de la LOQ, avec des
concentrations allant jusqu’a 0,091 ng/g,
ce qui est la plus haute valeur détectée dans
nos échantillons. L’imidaclopride a aussi été
détecté dans tous les différents types de cock-
tails détectés. Son usage étant interdit en plein
air des janvier 2019 par I’OFAG (Office féd¢-
ral de I’agriculture), cela témoigne de la forte
persistance de ce néonicotinoide dans I’en-
vironnement. En effet, I’imidaclopride a une
demi-vie allant jusqu’a environ 1000 jours
dans les sols (Hopwoop et al., 2012).
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Contamination par zone de péche

Les contaminations trouvées dans nos échantil-
lons varient considérablement d’une zone de
péche a ’autre. La contamination importante
détectée a Bevaix pourrait s’expliquer par
les cultures plantées dans cette région. Les
produits utilisés pour les traiter s’infiltrent
dans les sols avant de s’é€couler dans le lac.
A Concise, il s’agit d’une situation de conta-
mination moyenne. Il n’y a rien de marquant
dans le paysage qui pourrait significativement
influencer ces contaminations. Cudrefin se
situe proche de I’arrivée du canal de la Broye,
un des principaux affluents du lac, qui passe
a travers des zones trés cultivées. La région
de la Broye comporte beaucoup de cultures de
tabac, de colza et de betterave qui requierent
I’utilisation d’insecticides contenant des néo-
nicotinoides. A nouveau, il est fort possible
que les molécules utilisées pour le traitement
des cultures s’infiltrent dans le sol avant de
finir dans ce cours d’eau puis dans le lac. Les
faibles contaminations détectées a Portalban
et & Chevroux pourraient s’expliquer par la
présence de la Grande Carigaie, une vaste
zone en grande partie protégée qui comporte
notamment des marais et des zones boisées,
séparant ainsi le lac des cultures agricoles
(fig. 7). Les foréts jouent un role important
dans ’épuration des eaux souterraines, ainsi,
’eau qui s’infiltre dans ces sols puis s’écoule
dans le lac contient peu de néonicotinoides.

Le faible taux de contamination de
Vaumarcus pourrait s’expliquer par le fait
qu’il y a peu de cultures dans cette zone-la.
De plus, les individus analysés avaient
des poids légers. En effet, la moyenne des
5 individus péchés a Vaumarcus et sélec-
tionnés pour 1’analyse équivalait a 0,26 g,
ce qui constitue le poids le plus léger des
8 moyennes (données non montrées). On
peut donc imaginer que ces moules étaient
assez jeunes et qu’elles n’ont donc pas
accumulé de grandes quantités de néonico-
tinoides dans leurs tissus par filtration au
cours de leurs vies.

La présence de néonicotinoides a
Yvonand peut s’expliquer de la maniere
suivante: la Mentue est une riviére qui
s’écoule dans le lac a Yvonand. Son débit
moyen annuel est du méme ordre que celui
du Seyon (ANTONIAZZA et al., 2004). Tout
comme ce dernier, elle est entourée de
champs cultivés. En effet, il y a beaucoup
de cultures de betteraves dans cette zone-1a.
Ces dernieres étaient traitées jusqu’en 2019
par des insecticides contenant de I’imidaclo-
pride. Ce néonicotinoide, comme mentionné
plus haut, persiste longtemps dans les sols.
Nous pouvons donc imaginer que, comme
I’a montré KAser (2020) pour le Seyon, les
substances utilisées pour traiter les cultures
bordant la Mentue s’infiltrent dans le sol et
finissent ensuite dans cette riviere puis dans
le lac.

Le faible taux de contamination trouvé au
Nid-du-Crd pourrait s’expliquer par le fait
que les moules ont été péchées pres de la ville
de Neuchatel qui n’est pas une zone cultivée.
La seule contamination trouvée pourrait s’ex-
pliquer par le fait que le port du Nid-du-Cré
se situe proche de la station d’épuration de
Neuchatel. Cette derniere ne retient vraisem-
blablement pas les néonicotinoides.

Une analyse d’eau provenant de diffé-
rents endroits du lac de Neuchatel et de plu-
sieurs plans d’eau des environs a €té réalisée
entre 2019 et 2020. Les résultats de cette ana-
lyse n’ont révélé presque aucune trace de néo-
nicotinoide. Seuls 4 échantillons récoltés dans
le Seyon (trois dans le Gor du Vauseyon et
un a Valangin) ont révélé d’infimes traces de
clothianidine (les concentrations allaient de
0,0023 2 0,006 ng/mL) et d’imidaclopride (les
concentrations allaient de 0,0014 a 0,0023 ng/
mL). Tous les autres échantillons se trou-
vaient en dessous de la LOD (cf. annexe 2).
Il faut remarquer que les résultats d’analyses
d’eau sont tres variables. Une analyse effec-
tuée en été 2019 a révélé une concentration
de 9,79 ng/mL dans le Seyon (AEBI, données
non publiées).
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Pertinence de ['utilisation de D. bugensis
en tant que bio-indicateur

Aspect pratique

Les moules quagga sont faciles a pécher
é¢tant donné qu’on les trouve en grande
quantité en tous lieux du lac de Neuchatel.
La plupart du temps, les pécheurs récupé-
raient simplement celles accrochées a leurs
filets. En plus de cela, ce sont des orga-
nismes qui €taient aisément manipulables
lors des pesées et des mesures. Il faut néan-
moins rappeler que les critéres de détermi-
nation de la moule quagga ne permettent
pas a coup sir de distinguer chaque individu
de la moule zébrée.

Comparaison avec d’autres études menées
dans le canton de Neuchatel et ses environs

Nous avons comparé notre étude avec celle
de BARBE (2020) pour répondre a la question
de recherche demandant si la contamination
de la chair des moules quagga était compa-
rable a celle des poissons.

Les foies (n=184) de différentes especes de
poissons des eaux des cantons de Neuchatel,
du Jura et de Vaud ont été analysés dans I’étude
de BARBE (2020). Lors de cette recherche, la
décision d’analyser les foies des poissons a
¢été prise, car, le foie étant un organe filtreur,
il semblait étre le meilleur outil pour la détec-
tion de pesticides dans les poissons. Cette
¢tude met aussi en avant ’intérét dutiliser des
indicateurs biologiques tels que les poissons
afin de pouvoir estimer les contaminations
des eaux par les pesticides.

Les résultats de 1’analyse ont montré qu’au
total, 74% des poissons étaient contaminés
par au moins un néonicotinoide a une concen-
tration au-dessus de la LOD. Plus de la moiti€
(54%) des poissons analysés étaient contaminés
par au moins un néonicotinoide a une concen-
tration au-dessus de la limite de quantifica-
tion. Toutes les perches péchées dans le lac de
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Neuchatel (n=24) étaient contaminées par au
moins une substance (concentration moyenne
de 0,059 ng/g). Cette étude a démontré que les
poissons prédateurs, omnivores et benthiques
étaient plus régulierement contaminés (83 %)
que les autres poissons (57 %) et que le régime
alimentaire de chaque espece avait donc un
effet sur les contaminations. De plus, il semble
que ’intensité de I’agriculture dans les bassins
versants des riviéres échantillonnées exercerait
une influence sur la contamination des pois-
sons capturés. L’auteure de cette étude souligne
que, comme la plupart des échantillons étaient
contaminés, 1’utilisation de sentinelles comme
les poissons semble étre essentielle pour éva-
luer I’état des eaux. L’auteure conclut que les
poissons peuvent étre utilisés comme bio-in-
dicateurs pour I’analyse des néonicotinoides,
car ils permettent d’identifier précisément la
présence de néonicotinoides dans leur foie.
BARBE (2020) ajoute que d’aprés KaczyNski
et al. (2017), I’analyse de poissons par le biais
d’une HPLC-MS est difficile, car il est compli-
qué d’obtenir une solution de bonne qualité pour
’analyse, parce que les poissons sont trop grais-
seux. La solution a analyser contient plusieurs
composants ayant des propriétés similaires aux
pesticides ciblés qui interferent dans I’analyse
(Kaczynski et al., 2017). BARBE (2020) insiste
donc sur le fait que les poissons peuvent étre
utilisés comme bio-indicateurs, mais qu’il fau-
drait résoudre ce probléme. La chair des moules
quagga est moins graisseuse donc nous n’avons
pas rencontré le méme probleéme.

Nous avons également comparé nos résul-
tats avec la recherche menée par KASER
(2020), qui a analysé des invertébrés aqua-
tiques du Seyon. Les 10 échantillons analysés
¢taient constitués de plusieurs individus réu-
nis. Les résultats obtenus exprimaient donc
une valeur moyenne propre a un ensemble
d’organismes. Elle a démontré que, de
maniere générale, chaque échantillon d’inver-
tébrés aquatiques analysé était contaminé par
au moins un néonicotinoide. Les concentra-
tions obtenues (sans prendre en compte une
valeur extréme de 7,375 ng/g trouvée dans
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un des échantillons) varient entre 0,0275 et
0,806 ng/g. KAsErR (2020) a précisé que ces
valeurs correspondaient avec celles obte-
nues dans une étude menée en 2016 sur les
concentrations de pesticides dans des inver-
tébrés aquatiques du Danube, dans laquelle
les résultats ont mis en évidence des concen-
trations allant de 0,1 & 0,53 ng/g (INOSTROZA
et al., 2016).

Les analyses d’eau du lac décrites plus haut
ont démontré la présence de néonicotinoides
dans le Seyon. Il n’est donc pas étonnant que les
organismes vivants dans ce cours d’eau soient
eux aussi contaminés. Cependant, les concentra-
tions trouvées dans les invertébrés étaient bien
plus élevées que ce qu’ont démontré les analyses
de I’eau du Seyon (les concentrations allaient de
0,006 a 0,0023 ng/mL). KAser (2020) a expli-
qué les grandes différences de contamination
entre les différents taxons par le phénomene
de bioamplification, qu’elle décrit comme «un
terme qui désigne [’accroissement des concen-
trations de certaines substances a chaque
stade du réseau trophique». Le taxon le plus
contaminé étant effectivement carnivore, en
consommant ses proies, il avale ainsi les subs-
tances accumulées dans ces derniéres au cours
de leurs vies. Le phénomene de bioamplifica-
tion explique donc pourquoi les néonicotinoides
détectés dans les €chantillons d’invertébrés se
trouvaient a des concentrations plus élevées que
celles de 1I’eau du Seyon. Donc, tout comme
dans les moules, nous pouvons constater que les
néonicotinoides sont concentrés dans les inver-
tébrés, ce qui en fait de bonnes sentinelles de
leur environnement.

Nous pouvons revenir a la définition donnée
par MERSCH (1993) pour les indicateurs biolo-
giques: les indicateurs biologiques fournissent
une indication moyenne d’une situation de
pollution par leur présence permanente. De
plus, les polluants y sont accumulés a des
concentrations supérieures a celles présentes
dans les divers compartiments inertes des éco-
systemes (le sol, I’air et I’eau). Contrairement
aux invertébrés aquatiques et aux poissons, D.

bugensis vit de maniere fixée, ce qui la rap-
proche de la définition. Les études de KASER
(2020) et de BARBE (2020) ont mis en évi-
dence des concentrations détectées dans les
organismes analysés supérieures a celles des
eaux dans lesquelles ils vivaient. Cela montre
que les néonicotinoides sont concentrés dans
les invertébrés aquatiques et dans les foies des
poissons. Cependant, D. bugensis filtre du
plancton et des matiéres en suspension pour
se nourrir. Il est trés probable que les éven-
tuels néonicotinoides se trouvant dans ce
qu’elle consomme se trouvent a des concen-
trations inférieures a celles se trouvant dans
les proies des invertébrés aquatiques ou
dans celles des poissons omnivores ou car-
nivores. Dreissena bugensis auraient donc
une capacité de bioaccumulation, c’est-a-
dire une capacité a absorber et concentrer
progressivement une substance présente
dans son environnement, supérieure a celle
des invertébrés aquatiques et des poissons.
Nous constatons aussi que les moules quagga
sont plus faciles a capturer que les poissons.
Etant une espéce invasive présente en grande
quantité, D. bugensis peut étre utilisée sans
souci de nuire a la biodiversité. En outre,
D. bugensis a envahi le lac de Constance
jusqu’a 180 m de profondeur. Il est donc tres
probable qu’elle soit présente dans le lac de
Neuchatel jusqu’a 153 m de profondeur, sa
profondeur maximale (ANTONIAZZA ef al.,
2004). Cela signifie qu’elle est présente
dans tous les compartiments du lac. Comme
cette espece vit de maniere fixée au méme
endroit pendant plusieurs années, nous pou-
vons imaginer qu’il est possible d’obtenir
I’état de pollution d’un site précis du lac de
Neuchatel. En conclusion, nous pensons que
D. bugensis constitue un bon bio-indicateur.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette recherche a permis de valider 1’utili-
sation de la moule quagga en tant qu’espéce
bio-indicatrice ou sentinelle afin d’estimer la
contamination des eaux par les néonicotinoides.
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Malgré la petite quantité d’échantillons, 1’ana-
lyse de la chair de 40 individus de D. bugensis
a démontré que le lac de Neuchatel est conta-
miné par les néonicotinoides. Trois substances
ont été détectées, 1’imidaclopride, 1’acétami-
pride et le thiaclopride.

L’analyse a également mis en évidence
I’existence de certains cocktails de molécules.
En effet, cinq échantillons étaient contami-
nés par l’imidaclopride et I’acétamipride,
un par I’imidaclopride et le thiaclopride et
un par I’imidaclopride, I’acétamipride et le
thiaclopride. C’est seulement récemment que
les scientifiques ont commencé a étudier la
toxicité cumulative des néonicotinoides. Par
le biais d’études comme la ndtre, ¢’est-a-dire
qui étudient la contamination d’organismes
dans leurs milieux naturels, il est possible
d’évaluer quelles combinaisons de néonicoti-
noides sont les plus fréquemment retrouvées.
Ensuite, des recherches pourraient tester ces
cocktails de molécules afin de documenter les
effets qu’ils ont sur le vivant.

Ces résultats témoignent une fois de plus de
I’omniprésence de ces molécules dans notre

environnement. Plusieurs €tudes ont démon-
tré I’effet néfaste des néonicotinoides sur la
santé humaine (CimINO et al., 2017) et sur
I’environnement (PisA ef al., 2017).

Cette recherche nous a permis de constater
que D. bugensis contenait beaucoup d’avan-
tages qui font de cette espece un bio-indi-
cateur pertinent. Etant de plus présente en
grande quantité dans le lac de Neuchatel,
nous pouvons deés lors imaginer I’utiliser dans
d’autres recherches afin de pouvoir dresser un
¢tat des lieux complet de la contamination du
lac de Neuchatel par les néonicotinoides ou
d’autres contaminants comme les autres pro-
duits phytosanitaires, les métaux lourds ou les
résidus médicamenteux.
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ANNEXE 1: PROTOCOLE
D’ECHANTILLONNAGE

Analyse de moules quagga
Protocole d’échantillonnage

Le travail effectué par Louise Barbe a
montré les résultats suivants pour les pois-
sons analysés: 74% des lottes, 79% des
chevaines, 54% des corégones, 89% des
brochets, 45 % des gardons, 69 % des silures,
et 100 % des perches analysées sont contami-
nés par au moins un néonicotinoide.

Afin de pouvoir encore mieux d’écrire
I’état de contamination du lac par les néo-
nicotinoides, nous pensons judicieux de
rechercher leur présence dans des échantil-
lons de moules quagga péchées sur plusieurs
sites du lac de Neuchatel.

Afin de garantir la tragabilit¢ des échan-
tillons de moules quagga récupérés par les
pécheurs, les informations suivantes doivent
étre lisiblement inscrites sur chaque échantil-
lon, a I’aide d’un stylo indélébile, directement
sur le sachet plastique:

— date du jour de péche;

— lieu/zone de péche (voir le quadrillage du
lac en 9 zones);

— nom du pécheur.
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Pour chaque zone de péche, nous souhaitons
analyser 10 a 20 individus. Si possible, échantil-
lonnez des individus de tailles (et donc d’ages)
différentes.

Placer les moules dans un sachet plastique
bien fermé et étiqueté et le déposer rapide-
ment au congélateur.

Nous viendrons chercher les échantillons
au plus tard le 17.5.2021.

Afin de nous organiser, merci de nous dire
quand 1’échantillon est disponible, par SMS
au 076 xxx xx xx en indiquant votre nom et
’adresse a laquelle chercher 1’échantillon.

Pour toute question, merci de prendre contact
avec Alex Aebi au 076 xxx XX XX ou par email
a I’adresse suivante : xxxx.xxxx@xxxx.ch

uni

UNIVERSITE DE
NEUCHATEL

Prof. Alex Aebi
Neuchatel, le 30 avril 2021
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ANNEXE 2: TABLEAU DES RESULTATS DE L’ANALYSE DES MOULES AVEC LES CONCENTRATIONS EN NG/G
l’écI::\)n(:ﬁlon Lieu Thiametoxam | Clothianidin lmi(:::;;g’ rid Ace(t;;;gi')"id Thi(:;l/og[;rid Flupyradifurone Sulfoxaflor

1 Bevaix <LOD <LOD 0,089 <LOD 0,015 <LOD <LOD
2 Bevaix <LOD <LOD LOD<x<LOQ | LOD<x<LOQ | LOD<x<LOQ <LOD <LOD
3 Bevaix <LOD <LOD LOD<x<LOQ | LOD<x<LOQ <LOD <LOD <LOD
4 Bevaix <LOD <LOD 0,091 <LOD <LOD <LOD <LOD
5 Bevaix <LOD <LOD <LOD <LOD 0,015 <LOD <LOD
6 Concise <LOD <LOD 0,014 <LOD <LOD <LOD <LOD
7 Concise <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
8 Concise <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
9 Concise <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
10 Concise <LOD <LOD LOD <x<LOQ 0,023 <LOD <LOD <LOD
11 Cudrefin <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
12 Cudrefin <LOD <LOD LOD<x<LOQ | LOD<x<LOQ <LOD <LOD <LOD
13 Cudrefin <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
14 Cudrefin <LOD <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD
15 Cudrefin <LOD <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD
16 Portalban <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
17 Portalban <LOD <LOD LOD <x <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
18 Portalban <LOD <LOD LOD <x <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
19 Portalban <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
20 Portalban <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
21 Chevroux <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
22 Chevroux <LOD <LOD <LOD LOD<x<LOQ <LOD <LOD <LOD
23 Chevroux <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
24 Chevroux <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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l’éc}::n(:;;lon Lieu Thiametoxam | Clothianidin Imi((il?;/l;);) rid Ace(t:;llgig)rid Thi(z:l:’t)g];rid Flupyradifurone | Sulfoxaflor
25 Chevroux <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
26 Vaumarcus <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
27 Vaumarcus <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
28 Vaumarcus <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
29 Vaumarcus <LOD <LOD LOD <x<LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
30 Vaumarcus <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
31 Nid-du-Cro <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
32 Nid-du-Cr6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
33 Nid-du-Cro <LOD <LOD LOD<x<LOQ | LOD<x<LOQ <LOD <LOD <LOD
34 Nid-du-Cro <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
35 Nid-du-Cro <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
36 Yvonand <LOD <LOD 0,029 <LOD <LOD <LOD <LOD
37 Yvonand <LOD <LOD LOD <x<LOQ | LOD<x<LOQ <LOD <LOD <LOD
38 Yvonand <LOD <LOD 0,023 <LOD <LOD <LOD <LOD
39 Yvonand <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
40 Yvonand <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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