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SUMMARY.

The preseint investigation aimed .ii± a clescr-i pti on o-f-*".

c:

seasonal and spat i al variation :i n
*

h i S t O C h em i c a 11 y d e fc er

mi n ed s t re s .c: parameters o f m u. s s e l p u p L.I. l a t i o n s al o n g the^

Bel q i an co.ast. The pe.rametei .=. descri bed s. r e: lysosomal/*"

stabil i ty, NADPH n e o t e t r a z o l i u. m redu.ctci.se a c t i v i t'/.,***+»

Sh i kat a test +o r m e ta 11 op rot E? i ns, T i m m sul+ide r es. et i on f o r
heavy m e ta l loc a l i zat i o n , l i p o f u. s c i n d e t e r' m i n 0. t i. o n and

r s p r" o d LI c t i v e s t s. t e,
11 W 3. S h y pot h e- s i z e d at t h e s t a r t D i t h e e .;.; p e r i m e n t t h a t.

poll ut j. on g r ad i ent w o i...( l d b c5 p r e s e n fc a l o n g the E-iel o, i a n
'-L1

»<>

Cl.

coast ranging f rom the m o ut h a-f the Western Scheldt (the
*«'

m a j o i pollution sou r ce' t o the F r ene h border. Evidence f o r~

S U. C h a gradiënt c n nl d not be +ou.nd in the cl a ta. In -f a c: t the
stat i. on Breskens, l o c at e' d in the moi.ith 0+ the Western

Scheldt, h a d o n e o -f the best t h r i v i n g m u 5 s e l p D p u. l a t i o nc l n.=:
»*

the i nvest i qs.ted area.
Th condition o+ the mussels alang the Belgian C O 3.51 ,fc'

as cornpared w i t h mussel s .f-r o m e:-;peri mental o f + 5 h 01- e

sitati ons, o r w i t h l i t er a± ure d at. s., i 5 very p o D r L y s o s o m s. l\
.~' /

stabil i ty was s e l dom h i cjher t h a n 10 min; S h i k a ta test

v i el d e d most D+ ten p o si ti v e r- e a c t i o n s; N T R w a. s always
/

<

<*

si i ah l y elev.ated; l i po+u.sci n dEsterrni nati csn gave v e r y d a r k
reacti on, n W h i C. h n o d i -f -f e r e n c e s c Q u. l d b e d e t e c: 'fc e cl ö. n y±

more.

In gen sr a l spatial o r' temporal gradiënt s w e r'e by .f a r-...

overrule d by l o cal ,, s. h o r t te r" m v s. r i e. t i on s . T h e s is? s. r e m o s t

probably c s. u. -::. e d b y l o c a l c o n t a m i r"; a t i o n s T h a t c o n c l u. s i o n l S

supparted by the sharp peaks sometime .faun d in heavy met a ler
-^

cuncentr-a l ons l n c'. c: o r"i c o m i t a n t s t u d y <Dop ag ne al. i. J..+. i- a +. Fa 1
^A*

1987), a n a
,.4 h:. y t h e o-ffcen une>;pected v a r i at i on l n NTR.-

*'

activity, which points ta local and temporary pr'oblems with
9

o i- q a. n :i. c m i c r c. p o l l u t a n t s.
T-t- l 5 .=. h o w n 1.1"! a t N T' R a c t i v i t v l S related to l y3asc3mal
-i* '-

staüi 11 ty in the sense t h at a high NTR lCtlVIh 3. S nofc... .1.. ... .' ^ ^ii^ ^
*»** *.*.

CO!Ttp3±i bi 5 w i t h a high lysasomal stability, m 1 s l 5 mare

es-ipressed w h e n the a n i mal s are in a p o o i- c o n d i ti on "

A O o s i ti v e Shikata reaction can OC C UI even with h i c:i h'**"

lysosomal stsb i l i ty, but when lysasesmal stability l £ l ow,

;i. t is i mprobabl e ,to -Find a negative Shikata r'eactic'n»
The Shi k at a reacti on, a l +: h o u. g h p o o r" l y q u s. n t i i i <s ei, l S \

*'

-f ou. n d ta be highly correlated with an inde;-; of heavy me't a l

c o n tent i n t h e m u s se? l s "
G) q e n e r ö. l d i sc u.s s i c:'n is devote d te? t h s '../.:?. l u e; ü-F L h e+.
f

.^

di -f'+er-ent hi sfcnrhemi cal methads.

s h u r t s. p p e n d i ;.:: i n d i c. a t e that the methods used h £.' t" eJ 1

M ^r

f or mussels c a n su.ccess+ul l y be applied ta shrimp (Crangon
cranqon).

.\ -
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l. Inleiding.

l---l.-;__UD3p'f en rioMls+elll,DL^_Xcyi_.^_^;il:ltJli.m^n^e£L:.-

Dit vers l aq behandel t de r e su 11 a t en van h e t

mu.sssl stress e ;.; p e r i m e r-i t , dat aan de RUG u i t g e v D e' r' d w e r d x n

o p d r acht v a n de E-i e l-i e e r- s e e n h e i d M a t. h e m at i sc h M o d e l .
Het programma van dit e;.;peri ment voorzag in het volgen

van de id.ar-l i j k s e cyclus in een aantal .fys i o logi sche t- nC3
*.»

h i stochemi : h e stress-indicatoren l n natuur'l i j k e mossel -\**, I.

p op u l at i es langs de Belgische? kust. De evolutie v e. n Je

i:ysi o l ag i sc h e i n d i c a t o r e n w o r- d t, s a m e n m e t a n d e r e a s p e l'; t e n,c^.
"<.

g e r a p p o r t e e r d in h e t eindrapport van de U L g (Dopagne et

al . , 19S75. Wij bespreken h i er de r' e s u. l t ö. 'l- e n van de

h i £ t D C: h £' ]Ti i 5 C h 5 3. n ö. l 'y' 5 'S' 5 .
Het val gen van de j a s. r 1 i j k se c y c l u s in stress -»

indicatoren l S v a n b e l Q. n g v o o r' het op s et t e n ','e.n r D ut l ne
l» .

*****

m ö. "c. i ge s t r e 5 5 - m o n i. t o r' i n g p r- o g r a m m e.' Het is immers bekendJ- .^^"*.
B ".-

dat z o w el de f y s i a l o g i s c h e a. l s d e h i s t o c h e m i s c h e responsen
sterk kunnen variëren gedurende het jaar (Bayne et al . 1

198 Korporaal en S m a al, 1986, e n r e -f e r" e n fc i. e s d a a r i n) .c~.
._) s

.'

Het voorkomen v s. n ' n .5. t u. u. r l i j k e? vari at i es b e m o ei l i J h; t d e?
**»

int er p r et at i e v e. n r e s u 11 a t e n u. i t s t r' e s s -1 e s t e n a a n s i e n l i j b: ,
Het i si duidelijk dat in dit qee v B. i

- t Qeen absolute waarde h a. n

gehecht word en s. s. n het resultaat van een 'k. ?.::' '::::. L n Dit zal

steeds rel ati e-f tot de verwachte waarde (vooi- ge::; a n d e'
ma ;.el en i n h e t;: e l + d e s e i. z o e n ) masten bekeken iAiar"den"»»

".. <=.*».
*ï*^'

De bsilangrijkste +aktm-en d i. e de b e s t '...i, d e e r d e

konditie-indices b ep a l en : i J r d. b e sc h i k b aar h e i. d v ö. n
1

'~y
A'

/oedsel, de r e p r- a d u l-:: t i. e v e evd ns
t

en de fc e mp er" at uur'.*,
'.^

W i d duw s ' 1978) 01"idei~ZC3(::hfc de invloed v a n v o e ei Ss e l c o n c e n

t r at i e en "seisoenaal ef-fect" op vele -Fysi.al ogi sc:he v ar' i a-

bel en in e s n mul ti+acturiel e t^..itudie. Hij vond 1 .I- b e :i. d "

-f a k toren een signi-fi kante invloed uitoefenen op de rsspii-a--
t^'

tor i s c h e intensiteit (na kor- r e k t i e vaar" l i chaamsgewi cht) ,
de assi mi l ati e-e+'f i ei enti e en de ammoni u.iTi-e;-;creti e .

Vooi- a e hi stochemi sche s-tress-i ndi catoren lAior-dt in het

al geme-en lde mc.geli.jl-: e i nter-ferenti e van seisoenaa]. gebonden
fs.ktaren met de r e su 11 a t en van de testen beschreven (Bayne
et .3.1 . , 1° 'ö ;..

-' Dit g e l d t i n hl e t b ijs o n cl e r voor' i n'!;. e r -f' e r' e' n "i-i er
B

tic van de reprodukti eve cyclns. De ai z et v'an qsmeten\

beïnvloedt de c o nd i t. i e van üe d i ET e? n zeer nega'U.e-f, wat. bv "
tcjt u. i tinq komt in een v c' r m i n d e r :i. n g v a n de -sfcabi l i t e i t van

de lysosomale membranen. E e n zei-f de v e r" rn i n d e r' i n g ou ook"...
.'m

kunnen voarkome?n bij zeer hoge of lage temperafcur-en.
Het l S bekend dat d e r e p r o d LI k' t i e v e cyclus van d E't

mossel sterk k s. n v a r i 'é r e n n a a r g e l a n g d e graei piaats. i.0

h ebbe? n mossel eïn 1 n SD m m l ge streken een d u. i d e l i j k e

najaarspiek i n d e r e p r o d u kt i e, ter w i j l i n a n d e r" e s t r e k e n d E

reprodu.k+.i e tot het voorjaar beperkt blijft.
Het q r o te b e l s. n q v s. n se i s o e n a l e i n t e r -f e r e n t i e s en det.d

o n b s s c: h i k b a a r h e i d van basisgegevens ave de rep) rad u k t i evel.-*-

cycl ij.s van m u s s e ]. en uit de Bel g i s c h e k LI s fc z o n e ru a a, !.:: fc e n het

noodzakelijk üe sei zc'enal e CTi
'**<* e v o l u. t i e v a n de bestudeerde

st r ess-i n d i c: storen t e vo l Q en.

.""I
*1
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Het bestuderen van de 'n a t uur' l i j k e' se i zoen a l e C: V C l LIS
.'

stelt een theor-etisch probleem. Men moet ervan kunnen

uitgaan dat de resultaten van de metingen niet o si echts l nJ:

gen nge mate beïnvlood worden door pollutie i n v l oesden .** -^

I n d i en l m m e r
»

pol l ut j. e (die eveneens een sei soenale***»

^-**

schommel i n g kan v E" r" tonen) d e m e t- i n g e n in eerste' i nsfcant i e

bepaalt, is het onmogelijk deze invloed te onderscheiden van
de invloed ui tgaande van n a t u. u. r l i j k e varia b e l en, zoal s

t e m p e r a t u u r e n v o e d se l aa n b u d .
Het IS moeilijk om in de E-ielgische kustzcjne np b as i s

v 3. n Cl. Dl l 01 informatie een lukatie te selekteren die c', a n*»*- .**

deze voorwaarden ', /1/ a n g e r i n g e p c' l l u. t. i e i n v l a e d val doet.

De r e s u. l t a ten '..-' a n een v o r' i g o n d e r' z n e l-:: (Hermanet al » 19S5)

s u g g e r~ e e r d e n evenwel een m o g el ij k e o p l o s s i n g, door het

ki ezeri van'»»* een aantal l o kat i e s lancis de Belgisch - Neder-
t*^'

l a n d i kustl i j n, cjcï.anüe
-I van Koksijde in het westen, tot=. tï

Breskens. in het oosten.

Uit h e t £ t r o m i n g s p a fc r o o n v o o r' d e B e l g i. s c. h e k u. s t is het

d u i d e? l i j k dat het oostelijk gedeelte van de kustsone (tot

ongeveer ter- l-i D n q t e v .3 n Q o i:, t e n d e') s t e r k o n d E? r- in v l o e d van?**

d i^i W e s t e r s c h e l d e staat. De Wester'schel de is een g e t-:: e n cl e

p o l l u. t i eb r o n, en het is dan ook te verwachten dat de

i n v loed van poll ut i e in dit k u. s t g e d e e 11 e b e l a n g r' i j k e r zal.

l in dan in het westelijk cl e e l . Dit wordt over i g e n s*T
A*,

bevestigd door de resultaten van benthische monitoring 'ziew

i-i e i p .=-+. al . , 1984, en de t at:} e l h i e r u. i t ovsTgenum&n l n

Herman et 0.1 , , 198Ü.l De verwachfcina was dan ook dat erl^l

.*<'

e; e n g r ad i ent sou kunnen Qevondïïn.J worden van rel a t i e-F
***.A-

g e p o l lu e e r~ d e k u s t;: o n e s i n h e t o o s t e n , n a a r relatief s u. i v e r" e

zones in het westen.
De r'e su 11 at e n van een preli mi nair onderzoek met

mossel en (Herman et al . 1985), wezen e? '.-' e n E' B n s 1 n a sz e5

richting. Voor mosseïlen uitgehangen in o+f-shure s t. .3. t: i ons

was. er- een d u :i. d e l i .j k e tendens l n de . meest B ^ 'L t"' e? s '^
.... .!" ....

»*..»

par ame't er'-B d i. e N e e's op een gunst i g e? r si t u a ti i £ v o o r- -L.

Ni euwpoart dan voor Zeebrugge» V D o r de mossel en die l a n Q s._1

de Bel g i s c h e kust-zon e werden bemonsterd wer'd e E'n l a'::! e? r eL "-T
*-,

st r'e? ss qevonden 1 n Ni e u w p oo r t cl a n i. n O u s:-1 e n c! e. Op b as j. s.

v.?, n d SZ f.ï j- Q .3 I i l t .3 + E. n i-j e r' d e s n i n t e n s i s v e r s; t .a a l n a ffi e p r o g r' c:' m ffi d.
»*

op g est e l d . Het qr-ondi d e e was dat, i n d i en d e aan '..' i. j:?. i n gen
\'v.n een pol lutiegradient konden bevestigd w o r d e r i, t e v e n s
r-el at i e'f on g ep o 11 ue?Ëii'~de stations als i ndi cafci e-f voor a e

<seisoenale) achtergrondvar'i at i e ter beschikking zouden
sta v. n r.

Het- monstername-pr g ra mrn a werd in +unkt i e van dez ef**

hypothese opgcsteld. Seizoenale v a r i a fc i £5 2 OU rii e? t een

hogere r e so l u t i e bestudeerd W O I den l n stations,j- t-J p (3*m

O o s t- e? n d e e n Ni euwpoort, .fc ei wijl ruimtelijke 'V' Ö. !.'" l d t', i i~? en
1/"

ssei zoenal e var'ia.t.ie (met kleinere resolu.tie.) tot uiting zou.
komen door' het seisoenaal bemonsteren van E'S s t a 11 o n s l a n q s"y1 -,t~

de vooronderstel de p o 11 u. t i e g r ö. d i e n t t u ssen Breskens en

Koks i j d e«

1.2" ül_EÏ-Q.'=_tle::'."Ll_=2.£t1_bE^paal de ïs.tress-i nd i catoren .

M*r

*»»
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Als h i stochemi er C h bepaal de stress-i nd i catoren werden==.

1 n e e' ste i nstanti e de stabil i t e i t van d e l y' s o s o i"n 0. l eï~

membranen en de a k ti v i t e i t v a n het ne o t e t r a z o l i u. m r e d u. c t a s e

(NTR) bepaal d, en werd de Shi kat a test v a o r' me t', a 11 o-

proteïnen uitgevoerd. De theoretische achtergrond van deze
methodes WOI/~ d t in groot detail beschreven door- B a yn e et al.
(19855, en goed samengevat in Korporaal en Sm Q.B. l (1986).

t'

In bei de werken worden ook ornstandi ge referent iel j. .j sten

gegeven Hij werd eveneens uiteengezet 1 n v o r i g e r a p p o r t e nK

(Hei-man et ö.i
1 1985 19.36) en zal h i er si e c hts k o i-1n ?

s a m e n g e v at worden.

1.2.1. S t a b i l i t e i t v a n d£3_l_if^g^omj?J_e membrs.nsin._H

Het l y s o s o m a a l - p h a g o s u m aal complex l 5 een i n t r" a -

c e l ]. u. l a i r s v s t e e m b e s t a a n d e u. i t m e m b r a a n s t r u k t u. r' e n w aa r aan
;'

(in n o r (n a l e o m s t a n d i g h e d e n 5 i n e. k t i e v e h y d r o l y t i s c h e e n;: y m e s
gebonden zijn. Ver sc h i 11 en d e stress -factoren kunnen de

l ysosomale membranen d est ab i l i 2 eren, en a l d us d e h yd rol y
ti sche enzymes a k ti veren. Deze enz y m e s t-:: a t a b o l i z e r e n z o w e lJ-

cel l u l a i r e a l':-:. c e l - v ree n', d e c o m p o n e n t e n . De de s fc a b i l i 'z e f" i n g
wordt v o D r a -f g e g a a n door opname en s.ccumu.l a t. i e van de

»^

cel- vreemde sto-f-fen in de lysasomen.
Ei de b e p .='. l i n g ..-.' a n d e sta b i l i t e i t v a n d e l ysosamale

membr-s.nen wordt het weefsel in een zure bu-f+ei gebracht (p 1-1.'

4.5) gedurende een periode die varieeir-t van 2 tot 25 m i n*»f
....l

._1 ,TT en mi n) . De zure op lossi n g."-, er /~>,- ."-i er10, 15, i:) *
-t- t; .)

< *

destabiliseert de membranen. Hierna wor'dt een h i stoche-

m i s c h e l-:: l e u r i n g u i t g e; v o e r d, die p e c i -F i ek is voor de? lVSDSOc: lp» II

->/

ff 1 a l e en s y m e s De in t e n si t ei t v s. n d e k l e u. r" i n g l ^- s? v i^" n r"  .? digc
a

iTie'L de aktiviteit van de? enz y m 5 s . De destabilisering
brengt d'3 ensymes

... in oplossing,, L-iaardoor kl e u. r'i n t en-np l
t

si. te i t .af neemt als de destabi l i seri ng langer- dcsürgaat c:l a n

n D d i Q i s om ds meeste msmbrsnenl-f braken. E e n piek in Cl E'J-. ^

kleuri ntensi teit qee+t aldus aan na welke tijd de me'nbrB.nen
g e d e s t a b i l i s e e r d i j n.y

A>-

Zeer uiteenlopende str'£i5S-+aktüren kunnssn een vsrini ndc-'
r i n g van de l ysosoffial e stabiliteit tot g"vol g h ebben. Dit

l ^- herschreven V O 01' droogstand (McHenery et al . , 1983),.^

h y p o;'; i a (M oor e et al., 1979), non g er l n g " hyposaliniteit e n

P ö. 3. l l n g (Ba y n e
,-'

et al 1978), pulycyclische aromat i sc h e?
o

kool watE?rsto+-fen (M n; r~i o ore et d .1.
.-. f 1978;; Maor'e, 1979; Bayne efcc H

,1 1979)< metaal ionen (Viarengo et s].., l'?85; Steinert en.^- *i* ït q

Pi ek we U , 198; i D l i e (L ow e et al." 1981). De r &sp on 5 7- OUtzr
c:t'<***

l n het alaemeen ev ? n red i g z l j n n-ie'c U t-: - -̂ter k't e? van deJ.. -~^ .T"

..'

sti mul ns" T e vs n s wei d in gekontr'ul eerde e;':peri menfcen eeny

qosde correlatie gevonden tussen deze stress-i nde;-; en de

f ysi olog i sche i nd i ces (Bayne et al. , 198 ).r:r
w-*'

l . 2 n 2 . N A D F' H - n e o t e t r a s D l i u m r eu u. c t a. s £9 WTR) .

M A D F' 1-1 - n e o t e? t r s. 7. o 3. i u. rn r e d u. c fc a s e (NTR) is een ensyme dat.".

deel ui t maak t van üe ' mi ;< e?d --f un c t i an o;-; i dases7 ,

geassocieerd mest het gladde e n dop) l a sma fc i s c: h r e t i c nl urn. De< . u- .-4

'miï-ied --functi on axidases' in het algemeen spelen een r c. l*

l n de.J o>;idatie en deto;-; i + i cati e v s n (t o;'; i sc h e) or" g -3. n i sc h e?*

sta+ ren l Pi het cytoplasma. De aktiviteit van het NTR l S

-4--
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een 51 S. D 1 n deze o;.; i datieve reeks. ijn aktiviteit l
4- 7

A^ »****

h i s 'h o c h e m i s c h goed te b ep a l en en vormt een indikatie voor;

de sterkte van de a::-; i derende < en veronderstel d
d et o;'; i f i er en de) reakties. E ;.;. p e r i m e n teel is s. a n g e fc a o n d d e. t

**J

de MTR akti vi tei t g est i mul eer d wordt door de»-»*

biootstel l i n g aan aromati sche? k o o l w s. t e r s t a .F -f e n,
phenorbi tal , en de water - oplosbare -fraktie van aardolie.
Omwi lle van zijn specifieke funktie in de deto;-; i -f i cati e v a n

organi s c h e b est an ddel en l 5 üe m R .5 k t J. V i t e i t een^.n

pee i f i e k e maat v C3 o r stress voortkomend van d e s e polluant i ac:.
...l'

(Bayne et al., 1979 Moui-e, 1979).9

l » 2. 3 . S h i k s. t .5 - t e s t v o o r _m e t s. 11 op rot; ei n s n .
.^r<

De S h i k a t s. -1. est v o o r rn e t a 11 u p r o t e ï n en <. S h i t:: a t s. e t a l . ,
1974) i s een rel ati ei weinig specifieke hi stochemi se:he

techniek. S U l p t"! y d r y l - g r o e p e n l n proteïnen (de typische
b i n ding s p l a a t s e n v o D r met a l en) worden Qeo;';ideer'd 1 n een

zure p e r n'i a n g a n a a t a p l o s s i n g. De metaal ionen worden daarbijA^

ver'wi j der d , en de residuele groepen gekleurd met orc.e i n e,

w a t aan l ei d i nq geeft tut de vorming van blauw pu.r'pere
ar'anul es (J a i n et al . 1978)" 'v'r'oeger (Her ma n et cl l.,
l ^Y ' tS w ez en we? er reed ^-~ op d s. t d e z e k l e u. r' i n g <=. m e t h a d e ni etr"; r"i E^*

_1 \.N.

speci r i e k l S v o o r m e t a 11 o t h i o n e ï n e n, maai alle m e t a 11 o p r o t e -r _ ~-
"-

i n e n kleurt. Esavendi en i s er i n t e' r' f e r e n t. i e a n andere.. .' ,.^ v .:-.

c e 11 u. l a i r e b e s t a n d dele n, die eveneens kleur'£?n met o r c e me

(met name e-lastische bi ndweefsel vezel s5 . Deze a s pekte n van'*.»

de Shikata-te-st d ede? r ons reeds twi _i+£?l en .3 s n l .in***f
t

A^

b r u. i k b a .:-< r h ei d bij stress-studi es. Het ni v e a u. van

contami n s. fc i e door zware metalen in de Belgische hi..istzone :t S

ni et h D u g genoeg v o o i- de; v u r mi n g van meta.i l othi oneïnen bij

de mossel Eodat nooit een zeer sterke kleurinn me? t a e s ef»s

t

techni ek verkregen wordt. A n d e r 2 i j ds si j n
.*» de b l a LI w - p u r" p e r' e.^

q r.5 n u l e .=. nocsit vol l e d i a d w ez i g , o m w i lle van (J E?
...I hoger'^

g e n o e m d e k e n m e r !.:: & n v a n d e k l e? u. r t e c h n i e k .

1.2.4. T i. m m s u. 3. f i d e m e t h o d e .-. /
.f' 001 ï w a r e m e t a l e n.*^

J^-,
.*»»* n.*t

I-De d r' i e genoemde bepali n g e n werdon a. a n g e ...-... u. l d l ] l 1-;
*.<

enkel e nieuwe i n d i c.a toren, die u.itvoeng beschreven werden

1 n het i n t er i m - rapport (Herman (=1- al., 1986). De

essentiële punten i. n deze beschi ijving 2 u ]. l e n h i er"*

'., .-"/ -i'*' **- *-.

o v e r' q e n o ni e n w o r cl e n .
Voor het aantonen van z w 3. r e m e t a l e? n werd de n rnrn

sul .f i de methode fcoegep ast. M
/\ Is i ndi cator van s.1 qen'iË'ne

stress. we r d, na.c'.st de stabi11tei t van de l ysasomale^

I"T1 E' l» u!'" 3. n s n , eveneens de a a n w e :.: i g h e i d v .a n l i po+usci ne
best ud eer d. De reproe! u. kt i e \'e toeistand van elke mossel werd
genoteerd.

Dan sc he r LI m m e r' (1978) geven een ui t voer'i qec- -t
fI_^' '. *^

b O 5. C h r i j v :i. n g van e e n v e r 1:3 e t e r d e T i m m s u. l f i d e m e t h o d e voor

het aantonen van zware m e ta l en l n weef selcoupes. Hetc.

p r l n c i p e van d e z e m e t h o d e l d a t d e rn e t s. l e n, a a n w e i g i n
<

c= **y
/.'..

(~het wee+seJ. gereduceerd worden met vorming van«t

metaal sul -f i den . Daartoe WO)den de weefsel s l n een.-

op lossi na v a n N a 2 S i n -f o s -f s. a t b u. -f- -F e r g e b r s. c. h t . Det:^. sul .f' i deni^a

worden n ad i en s. .3. n q e t c:i o n d i n een on t w i k k e l bad"; ü e coupe s
n .»,

worden g e i n c u b e s r d in een mengsel van arabische gom,

er
...l

/



h y d r a q u. i n a n e en si l vemi traat. De met .a a l sul f i den
ver'oorzaken e e? n r e d u. k fc i e v s. n h e t z i l v er, d a t a l .=. m e t a 11 i s c: h
s i l v e r neersl t. De zwarte korrel s f  t.51 l i S C h '.:. i l ver.-.l .-i%,. \*>

w c:' r d e n g e m a k k e l i j t:: m i k r- o s l-:; o p i s c h w s. a r g e n o m e n.
De methode werkt op t i maal als het te bestuderen

o r aan l me vooraf geper-fuseer-d wordt met de natri umsul + :i. de -c=.
**.;

o p lossing. Dit i=. evenwel onmogelijk uit te voeren met onï^:.̂-

mat. E? r i aal . Bovendi en c.
*» het. beter om de verschillend t-

\-*f

testen uit te voeren op d ez el -f de organismen. Het bleek uit
.**

on e testen dat v r i e s c o u p e s, g e -f i ;.; e e r d in g l u t a a r a l d e h y d e-:'"T
^

en o n d s r q e d o rn p e l d in de reagentia., uitstekende r e su 11 a ter i

qaven. i-i e t p r- o t o k o l o p g e n o m e n in Bi j l a g e 3 v a n h e t i n t e' r i m
rapport (Herman et. al., 1986) gee-ft de methode weer', Oö.l 5~y

A..

e nu door ons toegepast wordt..*v
At*

'J o l Q e n s Dan sc h er ^s-' Z immer (1978) i 5 d e T i m i'i'i sul-f i defi

rne-thade zeef speci'fiek voor mot. a. l en die on up-1 os bar e of zwak^

o p l o s bar" e m e tas l s u. l -f i den vormen. Andere chemische

b e s t s. n d d e l e? n van de wee+sels geven geen n o e m E? n s w a. a i d i gef"

*.*'

kl e u. r i n g . B o v e n d i e n t r e' e d t de r e a k t i e s l e c h t s o p b i J h'i o q e

q e ha 11. e s aan metal en ( " i ^.
*.*; i n d i c a t i v e 0+ h i q h metal,-
w*

.^ï

content" ) . Het omgekeerde? l echter niet waar; s o mm l gec~.
^^

m e ta l en s i j n z o g eb o n d e n d a t :e geen Ti mm snit i de r'eskti e^

geven E'i n n e n de met a. l en l S de met. h cd e -chter n i e t1^-J
\<,

sp ec i -f i ek s het onmogelijk ui fc fce maken met üeze methode.

1 f
"".vt»

met'. WE?Ik metaal men r', s maken hee-ft. Een moge l ij k eJ..

LI i t: z o n d e r i n g vormt k w i k dat a n d ei de vorm van k w i k su l -f i de-.*.

l n het lichaam a.s.nwesig is; dit zou. reaktie kunnen geven^1
'*-

s o n d e r v o o r b e h a. n d e l i n g m e t s u. l f i d e.
De i n ten s i t e i t van de kleu.r-inci bij d E? Ti mm sul -f i de

methode veei ir:
.":. C i-l i 11 van i n d i v i d LI Lot -individu. DezeI- J-

.'"

verse: h i 11 en deden ons de mogelijkheid overwegen c!" methode

op semi-quant i tati eve w i j z e t e g e b r u i k e n . d c. o i een schaalf*

van i n e n s i t ei t op te stel l en»J-
\>
^.-

Li o-f u sc i n e«r* t^7_
_I"- U *».^ B

Kt*

Het. aantonen van lipo-fuscine in de lysosomen l .:; ::ï een

t e c h n :i. e k d i e recent werd toegepast in het on d e;"';;: o e? k naar

itresss-i ndi catoren bij mosselen^ (M oor e et 1985),_ ^
f»- ei J."*\ q

t....:i. p of u s c i ne l l S een pi g men t dat gevormd i.-jor'dt d O 01-

pero;-; i cl a t-i e van l i pi d e n en üe daarop vol a en d e
l

,-1

pol ymen sati e. De intensiteit van au'bo-fagocyfcose en van.-i 4" -i CT

p er o;-; i dat i. e van l i pi den bei nvl aeclt de .3. C C U. !ïl u l a t i e s n e l h e i d

van l i po+usci ne. H et i s b e k e n d dat li p o -f u s c i n e s. c c u. m u. l e e r- fc
l n l ever'c e 11 en 3. ï. S geval g van v e r s c h i 11 e n d e; ziekte n;;/

-*"

ac c u mul e.'t i c wordt ook waarr'enomen bij het yeroucleren van

cel l en. Moore et al» t: l T Q toonden aan dat biootstell inciC:' t."\.
'"^

van \^l^.Ï:SïEÏJj.^.-l.jL^.orJ3s- s-3-n 4 O O u g/1 phenantreen een s '1_ B r k &

sti j g in g van d e lip o -f u s c i n e o n c e n t r .5. t iet o t g e v a l g had.

Na het hoed i e?nen van phenantr'een gedurende drie dagent

werden a e d i er' s? n overgebracht l n sm ver zeewater'.

Gedur'ende deze r e c: u. p e r <a t i e p e r'i o d Ë- v E? r minderde het

g e h s. 11 e a. a r\ l i pi o -f u s c i n e t o t. het n i v e' a. u v o o r b l o a t s t e 11 i n g .
l'-Je hebben

***.
de toch n i ek voor het sa nt o n er'i van

l i po'fusci ne met succes t o e g e p a s t o p o n materi aal. Het*̂-»

protokol van öeze methode is opgenomen in hst interimff^
>.-

r .a p p o r t (H e r' m a n e t al", 1986, Bijlage 4) .

- L.....>f"ï
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l. .6. ^d-ê;.r-a.'3.L!LsbeJ:.JL^J_-lJlLLe_n_mp'b d" acetate peel me?+^hudt3.'~'
>lL,

Het b e pa l en van de o u. der d a m v a n de mc'ss E-l en door-
'*»**

toepassi ng va.n de acetate peel methode was niet succesvol.
W i i j n er niet in geslaagd om de moeilijkheden met het"~?

A+****
»+-'

mat er i aal, beschreven in het interimrapport (Herman et al.,
1986), OP te Ic. se n. Het voornaamste probleern is het^

.*-**
.'

verkri jqen van een goede zaagsnede. Hiervoor moeten de
-*' »**'

mossel en i ngïïbed worden, en moet een geschi k t e zaaq

g e brui kt worden. De zagen waarover wij konden bes.chi k k e n

waren evenwel ofwel te fijn (en te breekbaar) of te q r o +

(zodat de mossel schel pen braken).

1.2"7. R e p r o d u. k t i e v e t o e s t a n d .
.» 1 .i*

Ds r e p r u d u k t i e v e t o E? s t a n d v a n de be s t u d e e r d e mossel en

werd eveneens gevolgd. Van el k e mossel worden en kei e

coupes gekleurd mat f en al g E? rne n e k l e u ring .; F' a p s. n i c o l a o u
-kl eu.ri n g , d " i . een haematai-ivl i nf5 -

/
e o s i n e k l e u. r i n g ) .

.*<"

Deze cou.pe w o r d e n g e b r u. i k t a l controle op het proces vanc= VF**.
"-* Nt'

preservatie der weef els G: n s n i j d e n d e r coupe? (bv..l- .; .-. c: ^3--^

ontdooi ing v s n de wee+se niet snel genoeg 1 n v r i ez e n,
f

» \
-*-. 1

p rob l e m e n met h e t mes van de cryostaafc,,.). Tegelijk geven
<*

d ez e coupe s een beel d van d fci reproduktieve toestandr^

(.aanwezigheid en gr.s.ad van rijpheid van de .fol l i kei s) .
Mosselen l .in v .a n gescheiden ge s. l a c h i-,; h e t g en i taal

*
**^>*

Jl-

stel se l bestaat b ij beide s e ;.; e n u i t t a l r i j k e v e r fc a k k e n d e
k a na l en die zich tot tussen het bi ndwee-fsel van .andere

organen en rond de spijverteringskli er kunnen a n t w i k kei en.

Deze kanalen eindiqen in -fol l i kei s waarin zich de? eieren en
w

de c; p e r m a t o z o 'a on t w l k k e l en (C. h i p p er f i el d , 1953).'J

G .3 m e t o ei e n e s e wordt gei n i t. i e e? r d door een d s. l i n g van de.;t

t e m p e r ö. t u u r i n d e h er'f sfc en v G r l o u p t ]. a n g 'z s. a m v e r" d e r" .1

t o n t w i k k e l i n g van de gameten iKautsky, 1982; Seed 3.969) . Na

sp OM n 3. n g w orden de f Dl l i kei s snel i ngegroei d docji ^.*-

bindweefsel, wa a r b i j resorptie q e beur t var ds niet

gespawnüe gamefcen« Daarna ligt de reprodukfcieve aktiviteitHe-,

l aag. h o e w e l , a -f h a n k e l i j k v a n de g r o e i p l a a t ï:. e n h e t j aar',Ei

een tweede r-ij p ing en spawning in de i-ner-fst kan voor' kamen.

In d ez e p e r i o d e ' :.: o m e r' ) i-i o r' d e n g l y c o g e e n r" E' s. e r v e 5 g e '..-' o r' n"i d i n
de A (J i p o-Gr" a n i-.i. l a i. r e cel l en " Tijdens de gametogenese ^ i e fc

men het aandeel v '.n d e A d i D o - 6 r s. n u l a i r e cel l en l n het'r*

l...

c; r"

i n a n t e l w e e 'f s e l a-f-nemen, ten voordele van de .follikels en de
*'

.-.' e s i c u. l a i r e bi n d w e e + s e l c e l l e n ( w i 11 e v r o n gel, l'? 8 6 > .",

."r
.'.
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f^"\ MATER I AAL EN METHODE:N.tt
*-

I~,Ï? C X B Met h od en ycior d e h i st qc h sw i sc h e an ciJjzLE.g.s.;*t-

Da principes \'3.n de verschillende bepalingen werden l n

de i nl ei d i n g b e h a n d e l d . D e cj e d e t ai 11 e e r d e m e t h o d e n v o o i def-

»*»'

hi stocheiTii 5che s n a l y s e s w e r' d e n u. i t v o e r i g be s p r' o k e n i n het

i n t er i m rapport (Herman et al . 1936), v'is.ö.r in de Dijiagen
1 "i-,

de protocol s zu n
* »

opgenomen llj i j v e r w i j z e n h i e r naar' d i tw
B

r ap p oi zonder a e
.1

e details o p n 1 e u w ovsr te nemen»4-~
- ?> A"

*

Ver m i t s de ver sc h i 11 e n d e b e p a l i n g e n (op u. i 12 o n d e r i n g v a n d e
l ee^ti jdsbepali ng iTiet de acetats p e e i

1 methode) op
b e v r' ed i cjend e wi 3ze k o n d e n u. i t g e v o e r d worden, w e r d h i es r" aa n

ni ets m e e r gewijsigd.
^'

Voor wat betre-ft de l y s o s o m a l e tabiliteit, NTF .(^.:=:.

aktiviteit e n S l-i i k a t s - t e' 51 werd es n b e v red i g end e manier van

interpretatie gevonden. We citeren uit Herman et al» (198 ,_! 5 :er

De stabil i t e i t van de l ysasomals membranen W £5 r" dtt

b ?Ttoordeel d .3. l S d i e labilisEsringstijd Wc'.arna eent-

m s. ;.; i ma l e kie u ring v a n d e l y s o s o m e n werd v e r k r e g e n.
De aktiviteit v.a n hst N T R werd be-Dordeel d i n een schaal

v sn O (geen kleuring) tot ;zeei i n t e n s e k l e u r i n a.) .T^~*'-.
/*-i. .^..'

De Shikata-test werd beoordefld als '. q een r e a t:: t. i e) ,t~~- Tn

-*-;

o (z w a k k e, e n k el pi a a t s e l i. j l':: e r e a l'; t i e?) o -f' -i-1 (al gemene
reakti e 5.

De beoordeli n g van heL r e s n l t ö. s. t \' s. n de 'testen w e r'd4-

tel k'e n s nna'fhankel i j k door twee personen ui tqevoerd.

Meestal k w a m E' n d e r e s u l a t s. t e n zeer Qoed overeen. Vooi"^ f"
A..

de sfcabiliteit van d e ]. y 5 o s o n"i a l e me mij ra n en w a s de

K e n da l l rang c c' r r e l a t. i e c o s -f' -f i ei e n t tussen t w e E?^ ? -

reeksen van J w ö. s: r n e (n i. n g & n Q e l i .j l'; s. a n 0. 9 5 (F'<0. 001)Ï^7{^7
ir**, \^*

Voor de NTR-test was deze coe-F+ i ei ent voor twee reeksen
van / I.J waarneminqen Ij o (P<0.001).-7 er. ^ r~i0

'V
R^

-'oor die C DUp fc? 5 naau ü e e n overeens'fcemmi na ï"f E? 'B 't'. C? i""i CJ*,

v er s c h i l de de C) f .'s steeds maar een h e i d . In diet j-»- *»*

q e va 11 en werd e? e n diskussie gewijd aan de betref -f- en d e

coupe. Wanneer geen over-eenstemmi ng kon bereihfc wor'den
w e r'd üe kl e u r i n g overgedaan en de?.'^

3

beoordel i ngsprDcedi-irG her'haal d .

Deze procedure werd onveranderd gehandhaa+d.

Voor de Ti mm sul-f iüe methode werd 1E' E' P beoordeli nqs-
schaal in drie categorieën opgesteld De eerste c at. ego r i eTï

(licht p os i ti e+ , i-) zijn coupes i.Maar-in enkel de cellen uit*.

9

de v er t e r i n q s t u b u. l i licht g r ijs g e k l e u r" d e gr a n u l e s-
bevatten, c! i. e' i n d i v i d u. e e l zichtbaar zijn omdat de densiteit'T

J**t

l aag IS. In de t w e eu s c ö. t e g o r" i e (p o s i t i e -f , +4.) , waar' l n

ver u i t de inseste van ons e proefdieren vallen, zijn de

cel l en van de v er t er i n g s t u. b u. l i en de g una de n (indien

aanwez i g) zwart gekleurd, omdat een hoge d en s i t e i t aan

el kaar D v e r-1 a p p e n d e g r 3. n u. l e s a 0. n w e s i g is. I n de l aatste?*-

categorie t e ns l D 'l:- fc e (zwaar posi ti ei, -1-++)
\ i j n d e.*y .Tt

A^*

verteringstubuli en de qanaden val ledig s'war't, zon u er.-4 dat
»**'

nog granules kun n E? n onderschei den wor'dp'n» i-le-h was n i. o t",
t**'

~"t
**.**

/



mcsgel i j k ff] 5 S F d a n d r i e c. s. t e g o r i e ë n t e a n d e r" s c h e i cl e n, omdat

de variabiliteit van de reaktie bij eenzelfde indiviu een

overlapping tu s e? n c a t e q o r i e è n v E' r o o r z s. 3. k t. e.
*w

f^*
_.

Voor de l i po+u.sci ne bepaling werd gepoogd om

eveneens een intensiteitsschaal op te s t c-11 en . De

observa.ti e dat alle mosselen uit de Belqie.che kusfczone een

zeer sterke t~ E* .^'. k t. i G vertoonde (dit 1 n
»

tegenstell i ng tot

mossel en uit off-shore stations zie resultaten) deed onsn
ti

hiervan verüer a+zien.

.-", f-( M o n s t er n ame? p r o g r am m d.»I tt L El
***< **

Tabel l geeft e e n o v e? r' z i c h t. v .='. n d e p l & a t. s e n en data

van monstername. Alle monsters werden qenomen bij eb, (-11-1p
de di epstE- del en van de qal -f br e kers (behalve in Breskens,
waai een mossel p op ui at i e Dp een oud wrak werd bemonster" d) .\ t*'-

Gewoonlijk werd gemonsterd u pi n-f rond de d at u. m van sp r" 1 n g-
t i j i. n d e b e t r e -F -f e n d e p e r i o cl e , z oei at p op ui. at i es konden

gevonden worden ui e r si s t i e f k o r t s. .='. n d e s. t. in o s i e e' r- bloofc-

gesteld zijn per geti jdecycl u.s.

*.»<. ..tt» .w» -*^ l r ^*- tin r r» vww
.**!< ^*** ri«^ .....

Lok a t i e Data

Koks i _1de 20/10/86 13/04/87 15/05/E37

Ni eu.wpoort 07/07/86 26/08/86 06/10/86 20/10/86 02/12/86
30/01/87 13/04/87 15/05/87

Mi d d e l kerke ïO/lö/So 13/04/87 15/05/87.'"l
J-L.

Ocjstende 07/07/86 26/08/86 06/10/86 02/12/86
30/01/S7

< ~? i::: f^: / i'~i "7trfr / ,-

Wend ui n e 20,10/86 13/04/87 1I i / ü --i / c' '.r-l
t*

.*_ m

Kncjkke 20/10/86 13/04/S7 15/05/87

Breskens ?0/10/Só 13/04/87 15/05/87^~)

.l- *t-

Tabel l. Overzicht van de monstemame van (HOSSE'I popul üfci es
l angs d e B e l g i s c h e k u s t.^

',,' -/an 'i. eciei tï plaats eerden op i. edei datum f _1 mossiïïl en**"~

gedi ssektserd, w aar n c?, de hepa+iapancr'eas werd i n ge v r oren l n

l Oaroinatenvi-i je h e;-; aan, g e !.:: o e l d in v 1. c" e i b a r' e s t i k .;=. t o 'f . *4

m o ='5 e'? l en werden ei e a n s. l y s e e' r d, dienden als reserve?. Er'I^T

werd g e poog u
-t om s; u v E? e i iTioqel i j k

.**
moŝ' "* el en .van d ez e l f de1 ^.

QFQQ11 e te ei e b r u. i ken 1 n de analyses. Dit wa ". soms.c
*»>

onmogelijk ofndat enkel kleine dieren voarkwamen.

..... Q
I
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RESULTATEN.r

li
-.

^ n l c Lysosom.al e stabi l i 'hei fc.-r

.-<*
*wT«»T w»**

De resu.l t at en van de analyses van de l ysosomale
stabil i t e i t worden weer g eg e v en l n Tabel en eveneens

.~
*I*^, l

***'

VDOrq E? 5teld 1 n Fig. l {: N i e u. w poort) en F i g . (Oostende)'".
.IL.

als -f u n kt i e van de tijd. I n F i g , 3 worden de r e su. 11-a te n

van de' uitgebreide man s;, t e r k a m p a g n e in zes .". sta. t i ons l an ei sï= ez "^_*

de kust weergegeven.
Bi 1 deze waarden d i en t op g e m e? r k t t e wo r'd E? n dat de

" s t a n d s. -s. r d d e v i e.ti e " slechts als indikatie voor- de spreiding
binnen het ma n s t e r w o r' d t o p g e g e v e n . 'v' e r m i t s d e l vso som a l e

.-'

stabiliteit ni et op een k o nt i r'i u e schaal gemeten wordt,
l

moeten deze wa. a r d e n s. l s b e n a d e r i n g e? n b e s c: h o u. w d w o r ü s n .
v n D l d e v i j f k a m p .a g n e s waar g e l i j k t i j d i g i n N i e u w p n o r- fc^

en Oostende d e:' m u n s ter d w e r d, i s een v e r g e lij k i n g g e m a a k. t
tussen beide stations. Ondanks de grote v a r- i a b i l i 't- e i t i. n d e**,

**»'

tijd, blijkt de a. l g e m e n e toe s t and van de mossel en l n

N i eu.wp oor t beter te si j n d an i. n Oos'l-- en d e.

Aktiviteit van het N A D P H n e o t e t r 3. z o l i u. m r- e cl n c t d^ ea_.~>
* ' B .t- B

****** fr»*"- ^**t+'

De r e su. l 'baten v a n d e s e b e p al i n ge n w o r d e n weergegeven

in Tabel 3, en v o o r g e s t. e31 d 1 n Fig. 4 (Ni euwpoort) en Fiq.

(Oastesnde) als +u.nktie van cl e tijd. In F i g. 6 worden de;c=:
3

resu.l taten van de ui tgebrei de m o n s t e r k a m p a g n e l ner ? (=.=
A

s t s. t i on s l a n g s d e k u. s t w e e' i- g e g e v e- n ti

Dssel+de opmerking a l s b i j d e l y s u s o m a l e s tab i l i t. e i t

omtrent de "standaarddeviatie" moet ook hier gemaakt worden.
'Jn de VI J k a m p a g n e s w a a r g e l i j k tijdig i n N i e u. w p o o i- 'L. i -C
.-'oor

en Oost e n d gemonsterd werd " l'; geen verse: h i l qevonclen**.f**'.

&. 2-

'L 1-1. s s e n beid e s t a t i o n s .

Sh i kat a --^e^t.-y »ny
*'

:I-' n .-

c:. K. vaar' deDe? geiTiiddelde 'r:- r. ore van td fc.' Sh i kat a t E? S t.

v e r s c h i 11 e n d e sta. t ion s en monstemamedata wordt gegeven
n'

l n

Tabel 4. R F-;L3 z l er"! de resu.ltaten van deze test op een s c. h a a l
»

m e t si e c hts 3 scores gemeten wordt, hebben wij Q  .;.' S Fl
t^

maat
".

V D O t- d e s p r e i d i n g g e g e ...-.. e n c
t

3.4. ^Llj""i_JïuJLJ:-i.d!K..-tJ..ei3'.£ll-l.-ns.ë.n..n.-

.. -, 4-Ver u. i t a e
.t

.l meestte d i eren we reis? n l n de cateaon e

posi ti e-f (+-1-) geklasseerd. result at en van de Ti mmD p
'**

sul+ide b e pa l i n g e n in vooral q u. al i t a t i e 'f b e l a n g r' i j b:. T. n *+
~' 1
A, j»

het inter-imrB.ppor-l; (He r" mar' eta'l- al., 1986) bespraken W (-? reeds

het al gemeen b e e l d van de kleuring met de Ti mm <=.u.l f i de:>

methode. We stelden dat voo r-e. l de cellen van de digestieve
t ub u l i i n d e hepatopancreas sterk g e k leurd worden,, wat
aantoont d a t h i £?!'" een sterkere concentrati e van : war eA-

metalen \-'aar' komt, v oor'a l l n vergelijking rn s' t het

bi ndweefsel. Verdere obser-vati es l eerden d a t ook de

ki e u we n E? n de- ganaden vaak zeer' sterk gekleurd wor'den lï! S t.

de :e methode. Dit l *"*.- ni o gel i j k e e n b e l a n g r i j k e waar n e m inq ,^*ï
^F. -*.'

^ ^

-. ^ ^^ _...

/



-- tf» *».*> <»*T «».. !...»*+* ** .*^*- w .** *< f* »"*
-t »**<*-t u* »».** »*<** <. *»*4* <--

L o kat i e Datum n \.z .;:̂ -f'\

.**
W9 *< m>*>** .**»* w

-w **1- .*... l^n .t tt* *»*»<
....* T»»». ru" l* UI »**-

Oostende 07-07-86 11 12.3 2.ü3

-t.~1 ez: er:6-08-86 11 .4,t_ "l ^J . ._'

06-10-86 10 2.0 o. o

02-12-86 10 ** o o. o:' - o /~,
\^I -IZ^ a

**'r '"">*<*f

50-01-87 l O 14. O .l» <
m B .t-*-

**.** *** *»*** ^« l .****
fftml ^*** ***M ^.11 *-»- III . 1^«* ^-

Mieuwpoort 07-07-8& 10 12. .4/*** t=-~
*'

*I>^ \

er" c^- c^-26-08-S6 10 19. .-J ^-' n _1*,

06-10-86 10 l " Of~) p**ï*

JT R **.

r-.l o o20-10 86. 10 "o*
4<" a-t*^

o -<» 12-86 l O 19. O 4"6^ {~"1
-I,

30--01-87 10 *. C) c;
**

/"Ï n
*- B ~IK

/-t .--. n13-04-87 l O o ^.11.
.tt*. tt u-' tt '...-'I

15-05-S7 10 .t .to 4~~v /"1
.L 3***'

<.*f*»»* f*f *<*<. .m» -*»< .*.** *.*»* ..... t^
xt- T<* - lm*

Koksijde i~k 20-10-80 10.r"> -.a

-r

13-04-87 10 7. O 9

*** ***«» -*f ***-
***^+ lu.» **»m ** tor* .**^u *^*n ^

ti UI ».».. ^*B. »<** ^f* ^"**

Mi d d e l kerke 20-10-87- 10 3.9 4. l.'-i
J-

**

13-04-87 10 6,8 8.0-7
,f

15r» r 05-S7 10 4.4 1.3t=T
.-'

fh»* ^.»» r^
llfl »^>** --- - -.r -.l *...<

*rr t»**» ***- <-^< >

Wendui ne 20-10-87 10 4.4 4.4ï f-,

p*T tT13-04--87 10 6.2 .-.. ^J

uw m-
n*~* .**N *N** .m* r-

»*.* ***** **. »» .p^l ****< ..111 ^.^1

Knukke? 20-10-87 10 11.7 4.8

13-04-87 1.0 .1 l.:: .I
'*T.""> ET*

.1:.. B \,

**+*. ».*** **<**<t^<* N***nr» **. * .,...

.t 4.*-r

Bres k en s ÏO-10-86 l'.. o 18.5 .t v
tt

13-04-87 10 7. l 3. r?
*»*" l* *«

t<** <*^^ .* *.* »**** .».*» *. mm*Vf^»*<*^ *» .**** <-*-* .Hf .*<** fr»*^ ***** n *<^" *.*
<**.*»* .l «r <*<*. f»~ .* fw

Tabel Gemiddelde (;.;), standaarddeviatie (s) en aantal.~?
u

w a s. r n e m i n g e n van de y s os om a .l. e d e; s t a b i l i .- e r i n Q 's.
^ .*,

tijd (min) in de onderzochte populaties,, Waarr'iË'
** f .-. C-.

m i n g e n g e b e u. r" cl e; n op «( ^1 l O,
»'

15, en'~« ..' (i ...-::::-1 IT'I l"i .^J

-n
/



NIEUWPOORT - LYS.STAB.

25 .

20 i

15 i

10 i

5 l

o
J A s o N D J F M A M

Fig. 1. Bepaling van de lysosomale stabilite-it in het Stat-ion N-ieuwpoort.
Deze parameter wordt uitgedrukt in het aantal minuten nodig voor
een destabiHsering van de lysosomale membranen.
Gemiddelden +/- standaarddeviatie zijn uitgezet.
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OOSTENDE - LYS.STAB.

25 .

20 J.

15 j. ,.

K10 l

5 l

o
J A s o N D J F M A

Fig. 2. Bepalingen van de lysosomale stabil-iteit in het station Oostende.
Deze parameter wordt uitgedrukt in het aantal minuten nod-ig voor
een destabi11 sering van de lysosomale membranen.
Gemiddelden +/- standaarddeviatie zijn uitgezet.
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LYS. STAB.

25 ^

20 J.

15 i

10 i

5 i

^
-I

o

K N M .L w K B

Fig. 3. Bepalingen van de lysosomale stabiliteit in de zes stations langs
de Belgische kust. In volle lijn: 20-10-86, 1n streepjesl-ijn *

.

13-04-87. Gemiddelden +/- standaardeviatie zijn uitgezet.
Deze parameter wordt uitgedrukt in het aantal minuten nodig voor
een destabi11 sering van de lysosomale membranen.
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f** * .* M* *^<»> *^- -**< »».* **toT -**.
rif *SF»* t f f Tn **-«*<*. ^** ..»PI m nn-

Lokati e Datum n t=.
1^

-../
,.'..

^ -* .n* ^.r ----- ir- ^^- 1»- »»^1 ff t*^< *** <».*< *. »*1 h. n i a* r »***. m*^*> mm
^... *..** .**.. ^-»^*+ .fr*** »-** ^.*» ^>*<* ***« ^ -fr -.r ~N** **.». ^.r r-»

Oostende 07-07-86 11 1.4 0.7

26-08-86 11 1.7 0. 9
"T06-10-86 10 1.9 O " 7

f~y "T er02-12-86 10 .J' o. ._). . .IU:

30-01-87 10 1.8 0.8
.w* ** . .<..> <..- -IN ****»***^ .<..* -11 .< 111 n- -l* *.< in* ».»»» 1-11 -<**

Ni eu.wpoort 07-07 86 10 0.7 0. 8!....

26-08-86 10 0. 9'-:' ^T

.l-** K f

06-10-86 10 1.1 r
f* oCZ' t^r

.u ».'

20-10-86 10 o O, 8~>*

n

02-12-86 10 1.6 0. 7n
'»*

30-01 o / 10 1.4 1.0r"i~?

13-04-87 10 0. 8 0. 4

15-05-87 10 3.4 O. 9
.*1^ -<** **<*^ *»..* II l p.ttl vw .***.

*..- *** u rtl* .^n m- ...- ttth ...^ ww

Koks i _ide 20-10-86 10 0.8 0.6

13-04-87 10 o. 0. 4/~"1
<*»»

d**B **- -*- m- K ***** .**** «**» M
***F* .***< ^..< -r» ^..B

Middel kerke 20-10-87 l C) !..; 0. 7I-, /
.t-

13-04-87 10 l.c o O. El"-u

l o ÏSi7 10 2. l 0.6ET. t^r»»» r~.»
t**^._' ..' ,_I

-t* .^r u*«* .*. n -*** <^1 kl -.l m»*. .»..» l* ..l
t»**» M^l .l- -<»^

Wenduine 30-10-87 10 ^ .7 1.3~~t *~? f~)
*>-

13-04-87 l O 1.3 0.5c^"T
f

** <**** *-.* .«- *»* *ri »»»*< K*
t-< .ir* .nr »!..» pr» .**** -» .th- nnfl ***»^

Knokke 20-10-87 10 l. 1.0."

13-04-87 l O l. ü O. c:ï
r~>

n***

**

Breskens 20-10-S6 10 l.[ J 0. 6FT:

***.

13-04-87 10 1.. 6 o.'-/
*.** »-* *.* .* rtf ** »*

»*-.f*»* ..*^ nu .».*< »*.** *> »**
-... »fr*w .»..» .**».

«***

Tabel 3. Aktiviteit van het N A DP H Neotetrazoli urn reduc-
-

tase. Gemiddelde ;.; van de scores op een schaal van
o t o t aantal w a a r n e m i n a e n n en standaarddevi afci eI=~

*t

<^.ï:=-

*

/ ir
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NIEUWPOORT - NTR

5 .

4 i

3 i

2 i

l i

o

J A s o N D J F M A M
l

Fig. 4. Bepalingen van de NTR - aktiviteit in het station Nieuwpoort.
Voor ieder -individu wordt de aktiviteit genoteerd op een relatieve
schaal van O tot 5.
Gemiddelden +/- standaarddeviatie zijn uitgezet.
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OOSTENDE - NTR

3 .

2 i

i i

o

J A s o N D J F M A

Fig. 5. Bepalingen van de NTR-aktiviteit in het station Oostende.
Voor ieder individu wordt de aktlviteit genoteerd op een relatieve
schaal van O tot 5.
Gemiddelden +/- standaarddeviatie zijn uitgezet.
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NTR
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3 J.
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^
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K -" N M w K B

Fig. 6. Bepalingen van de NTR - aktiviteit in de^zes stations langs de Belgische
kust. Volle lijn : 20-10-86 ; streepjelijn : 13-04-87.
Gemiddelden +/- standaarddeviatie.
Voor ieder ind-ividu wordt de aktivite-it genoteerd op een relatieve schaal
van O tot 5.
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WK

Lok at i e Diatu.m n .:.:.
/"*,

.<.
»**. .II*" rtllt ***** M*l» M*** llfl

Oostende 07-07-86 11 lm» l . O
26-08-86 11 -**. o

f "T
.^_tK

f

06-10-86 10 o. t~l'
AM-

o -1.2-86 10 1.0r~f
A-

30-01-87 10 l .0-*-,

.!... *..». «f a^n --Tr f-l n r v^f *-PI -T- -»» ..II» fvmmm **»

Ni euwpoort 07-07-86 10 o. s

26-03-86 10 -o. .--(
J^.

06 l O .....8 6 10 o l
-c w .1-

20-10-86 10 l . O

o; _ -^ 86 10 l. Ot-, f-,
,tL.

30-01 8 10 l " O~f
/

13-04--87 10 0.2f-,
-»-

15-05--87 10 o. o

<*"^ *.<». .**** 1f- m**." p "n fr l f»^ .-»* .l* h* ***<^

Koksijde 20-10-Hi f~'l 10 l. O
**.

13-04-87 o o. o

*<... ..rtl* kft «**. .»»^t .n- .«t* »^ **» *t* .*** * t**» !.*<» »**** **-* w- »*. »**K

Middel kerke 20-10-87 l O 1.0

13-04-8~; 10
<!. O. l-""

/

15-05-37 l O ot****

-*»» -< n ***»» -»*...f* f*** .*r* <*»*< .*<** ...»! ti** .l *-<* ...** !..»» -f

Wen duin e 30-10-87 10 0. 4'">
A-

13-04-87 10 o. o
»*M< *. »*.»* ..**...<.. pt- fw ^ **-» .Itll .*»»< *»..* t»»**

Knokke ^.-) 10 H 7l".t .. 10 0, 7.~'.t
^m

13-04 S 7 10 0.0
*ï

<*.-

Bres k en s ?0-10-86 10 0.0-""t .i
.J- J. l-

13-04-87 10 o ,___!

.*..» **** <w*»*»* »***<** M »̂* **.»* *n ** *n *. m--»
*** *d -*.< **+M »**1* *.*»* r*** w»9

...11 »*<** .»**» **»*» *»... *M ww

Tsbel 4. Geinidd&lde score >.. ;. van i'"l Dr oef d i er'en l n d£ S h i kat a/ \y :t
\ /

test voor metal l oprot E-ïnen " Een scoresysteem met dr'i e

c a t e q o r' i e ë n (p o .=. i t i e -f- -l- l , li C h t p O 5 i. t i e f .-= O, n e g a1

tie'f == -l) werd gebruikt. Een spreidingsmaat werd niet
.berekend met een der'gsl i j ke? beperkte classi -f i. catie.

<,

/



ver mi fc s een trend t o t s e i z o e n a l e sc hom me'l i nq Wci.ar'qenomen

wo dt l n
*

de doseringen van s w ar'R metalen (Dapagne- et al . ,.***

1987 )., me+. een minimum bel ast inq l n de late Ie n t e e n v r o e g e****

zomer. Het is mogelijk (maar n i est bewezen) dat de mosselen**T
A-^

een deel van hun belasting aan zware metalen tijdens de

spawnin g evacueren. Deze mogeli J khei d verd i ent zeker

verder (experimenteel) ondersoek.

*""*" er Li o-fuscine._1 .

De lipo+uscine - bepaling was voor onze monsters ni et

eer i nf oriTiat i ei . Bi all d i eren werd een sterke**v üA*-

b l 3. U W - z w a r t s rE?aktie aan g et r o-f f en . Bepali n g en, door ons

ui +: gevoerd op monsters v a n m o s s e-1 e r"i die :i n de Noordzee
t

waren uitgehangen (ons bsschikbaar- gesteld door TNO Del-ft)

toonden aan dat dit Geen ar te+ac t. v s. n de m e; t had e was. De
y

rnasselen uit de zuiverder qe b i eden l n de Moordz e e

vertoonden een hogere lysosomal e st ab i l i t e i t , een l aa er e?

NTR aktiviteit en een zwakkere kleuring met Ti mm<

ui -f i de dan de m o 5 s e l e n u i t onze r» o n s t e r s. Analoog daarmee<^.̂

was 1_1o k de li pof usc i ne k leur i ng veel l i chter dan b i j de^.*

m o ss el en uit de Bel g i s c h e k u s t z a n e. D i t- t c:i o n t a a. n dat de

lipo+uscins - b e p 3. l i n g n u. 11 i g l S v o o r e e n a n d e r e range van

stress, en S l B C h t S discriminatie kan g e v e n w a n n e e r d (fc'ri

mosse l en 1 n rel at i e-f au. n s 1 ge o m s t a n d i g h e' d e n h e b b e nJ-

g e groei d. Als ge v o 'i. g v a n d e z e o b s e r v a t i e s h e b b e n w i j Q e e n
.-y

verdere pogingen gedaan in onze monsters een onderscheid te
ma. k e n tussen 7. e e r zwart en ; eer zeer zwart. De belangrijk**T

*..

ste c D n c l u. .=. i e u i t d e s e b e p a l i n g e n l S dat de mosselen van I-de'

Bel g i s c h e kust^one al l e m aa l in sub-optimale t o fc si echte

toestand verker'en, al thans v erge l eken met. deze u. i t

o+ -f -s h 0 r e s t at i ons. De l i p o + i..i s c i n e - b e p si i n g k a 1-1 e c h fc e r t*

eer"! nuttig i n s t r urnen t vormen voor de
.*.**. anal yse van de

of-f-shore e;';perimenten gepland vooi- de nabije toekomst.

~?.'- tt & U F;^C'F-udukt i e v e 't^ps^tdrid,^

Het v D l g e n van de rcspi-odukti e v R toestand l ever" d e
^

vol gene! b E'51 d a In juli 1986 naren de meeste mosselen reeds ï".-
*""

*»»

l n een ;-p ent" stadium, waar vaak nog wel + D l l i \< e l s teti
*<*<"

i-r
...-.. i n d en w a r m

.>- n. Dit wa.K. 51 e r' k e r u. i t g e s p r' o k e n voor W l "l T J e ^~.
^-

dan voor mannetjes. Er zijn mees m.:?, n n e t. J es {T;eï. £.:.£. n in !
1"LJ

tijd gespreide reproduktie dan wijfjes. De follikels waren

t e qe n e i n d oktober volledig ger'esorbeerd. Er waren qeen

B. s. n w l j 2 i n g e? n voor een tweede r e p r o d u k t i e p e r i o d e .1 n d e

her"'f s t . In de wintei observeren wij een geleidelijke^ -f

d' <

toesname .'-'. a n het v o l u m e v a n d e -F o l l i k e l s. Tot en met l' mei

198:; werd ge e n s p a w n i n g w a s. r g e n c:i m e n " m a s. i- de f u 11 i kei s : l .j n
*.*'

-
,' ^.

.

gr UU L. en U P op d a t o g e n b lik. D e pen oüe van spawm n g^

voor d e m o s s o l e n l a n g s d e B e l g i ;.; h e !.:: u s t li g t w a a r s c h i j n l i j k
.»ï

e i n d mei - b e g i n j u. n l .

\
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4. DISCUSSIE,
t*^>

4.1, §^_^.^b?ri3Lljl_-£lLJ:ilJl2Lt^ïi':^-l:.':lJ:l[l^^IL_llL^'J-ir^^^_!'L!.Ê.J:-...l.rl.Lle.D.
van str'E-5s"

Uit d e r e s u 11 a t en bi i j k t v o o r a l d a t de u o r' s p r o n k e l j. j k e?
hypothese, met n a m E? een pol l ut i egr-adi ent van de? West er

schel de n s. 3. r d e w e s t k u. s t t u e, n i e t d o c. r- d e -f e i t e n b e v e s t i g d
wordt . In de t w e e r u i m t e Pi. i j k e g r s. ü i ë n t e n d i e v o l l e cl i g u i t f*»»

gewe?r'i<t werden l £ q e e n e n k e l e i n d i c a t i e te v i n d e n ..-'. o o r een4-

dergelijk mechanisme, O r'i z e r e s u 11 .5. t e n k o m e n d a .a r i n o v e r" e e n
*u"

met dese van Dopagne et 3.1. (1987). Daaruit blijkt even e'e n sT"-.
**-

d i.i. i d e l i _i h: dat naast de Wesfcer-schelde, ook het l':: a n aal een

b ?^tï d u. i d e n d bron van pol l u t i e l S voor '..l ^ Bel g i sc: h ef^

ü

kustwateren. Het beeld dat verkregen wordfc uit de Titanium
bel a s t i n g l '5 misscm en r e p r e s e? r-i t a. t i e Jr vaar' and er e1~.

pol l u a nt i as h i e r u i t b l i j k t c] i...t i d e l i j k h e t b e s t a s. n van een

bron in Frankrijk, en een bron i n d e IIJ e s t e r s c h e l d e.

Uit onze gegevens koitit vooral naar voren dat lokale en
.**' tT'

ternpor'eel b ep sr hts -taktoren een grote r'o l spel en
1 1 n de'

stress d i e de mossQ j. en ondervi n d e n. Of d ez E' faktor-en-. '1

noodzakeli J k pol l u t i e ver tegen woord i gen l S moeilijk te?<

l-, ,3bewijzen. Seizaenale tak t oren spelen eveneens een rol, en

met name de z o me r' en de winter schijnen gunstiger te l mJ- .ri;
f^

voor de mosselen dan de? her-fst en de lente. Toch warden deze
trends gemakkelijk doorbroken duur' lokaal beperkte faktoi-en»
Zo vinde?n wi l n twss w i nt er monster s l n Ni euwpaart de*

d i thoogste E'n de laagste lysosmale etabil iteiten die i n

stat i. on ZIJ 1-1 waar d en omen. -!et .:=. d u. .=. moeilijk hieruit een
**-

alQefiiesn beeld te distilleren.
^f

Dopagne et al " (1787) wezen er op dat de belasting met
Z 'v-lS'.t ,_4 metalen op vrij korte tijd kan wijzigen in eenzel-fde<

w

stat i on Dit toont c3.3. n dat mossel en 2: l C 1-1 snel k u n n R n
t-

herstel l en van een bepaal de (i n de tijd beperkte)
t

pol l ufci 6?str'ess" Onze r- e s i-i 11 at e n z i j n h i e r- m e e vol ledi g i n
overeETiStemini PC] .

*

Het. reit dat W Q n a fc uur l i j k e populat i es van '.-' r i

onstabi el e mi l i eu '.> i. v aa r wat b et r" e+1 de .f y s i s c h e? .-,
::::.

e E-; n r o lomstandigheden ï h e t:, b e? n b e m o n st er- d , k a n hierin ze t:: e l f-"

Toch zi. j n er bel angr-i j ke argument e n c"n n a t uur" l i j k espe en«.Jf

D o 11 u t i epapt.! l at i es te blijven bestuderen» Het belang van
f|"] l j Q '\~_ nood s a k e l i j k a+gewagsn lAior'den aan de ef+ekten die ze

heeft op precies de papulatiess dis van nature voorkomen.

Het s.l qeme&.'n n :t v Ga u van a e pol l ut I Ê-stress i n de

massEïlen van U ir.;C3 Bel cii % c h e kustzone l :i. g t hoger dar deJ

norinal e achtergrond. De M T R s c ar'e ligt rond l b er w i J lf"'
J»»- t;

onqepol luecïrde achterqr on d ma;-; i maal hsïe-ft " Pi eken k u m e n-)

i~»*.'

VQO!' Ü l 5 echter ook beperkt s i.j n in rui rnt e en ti j d " DeA.

1

l ysosomal E? stabiliteit ligt algemeen laag, zoals over l g en s

ook !i3 3F~G. Metaal bel ast i ng k .3. n duidelijk aangetoondc
Ut= 1~.'

worden.

De belangrijkste conclusie? s van ons onderzoek, voor

wat betreft de toestand van de mosselen langs de Bel g i sche
kust i j n d^an o u k*"T n

t... B

^1

/



- dat lokaal en temporeel beperkte .faktor'en een

sterkere invloed uitoe+enen op de toestand van de mossel en

d a n s e i z o e n a l e s c- h o m m e-? l i. n g e n ;
- dat seizoenale e-f f ek t en slechts aanwijsbaar zijn l n

d e a c h t e r q r o n d;
dat geen a a n w i j z i n g e n k u n n en ge v a n d e n worden voor..r.

h e t bestaan van een pol l ut iegradient van de West er schel de

naar üe westkust toe, en dat met name vanuit het Ka n a a 11 o-f-I ^-

vanui t de kustzone zelf een belangrijke aanvoer van4- "t
^

pol luanti e moet verondersteld worden
- tenslotte da. i n ...-. er ge l i j \-:. i n g met mossel en uitJ..

L 1

Q+-i~-£hare stat i ons in de Noord :.: e. e, de mosselen van dela

E-iel g i s c h e kustzon e i n een eer .s l e c l-i t e k o n d i t i e verkeren.~^f
s-^

D a t. p o 11 u. t i e h i e r- i n m e es p e s 11 is ze e r w a a r s c h i j n l i j k

4"2» BlLlatJ-.^i--..-tMS;len--..üe...Jli-§J^J^llemA.J:ï^L-J:ï£JlS.dJL.d.^_lldjifi.iJltsJ^.ejls..,;
**

Men k s. n v e r Q n d e r stelle n d 3 t de l y s u s o m a l e s t a b i l i t e i t ,
a l -s al gemene i. n d i c at: c3 r van stress D p d e o r' a, a n i ;:;> (n e n ,, l n

benerkte mate bepaal d wordt d u o r de reakti e van heit,1

or'qani s m e op cjrqani sc: n e .-'.. ï.' enobionten. Deze r e a kt i e wordt*^,'

Q E? iTi (^' t. fc' n l n d e a k t i v i t e i t s b e p a l i n g van N T R. Men V Ë? !'" W 5 C h t
\.

c! a n & E- l'"l ver'b and, waar b i j een h g J l ysosomal iï> stalDiliteitr"i m
** \

ni et c o m p a t i b el i s m e t e e n s t e r k s s. k t i v i t e i t v a n N T R, m .3. a r X»

l"! 1:5 t omgekeerde niet noodzakelijk waar is; het cji'-ganisme kan
l i j d en onder een andere str'ess-faktor', zon a er een verhoogde-I"*v

*.*

NTR-aktiviteit te vertonen, Deze hypothese wordt bevestigd
d D o r e E'n analyse van d e b e .:; c h i k b a r" e gegevens. Er- bestaat

/

en statistisch si q n i + i. k a nt e cissocx a'r i e? t u s Ben b e i d e..., J.. " ,.^
\

vari abel sn. Tabel taant het aantal individuen dat l nr-'
.-J

ver sc h i l i end s C 3. fc e q o r' i e ë n van beide var" i cibel en ,/aor'kaint.tr

(omwi11 s van de stat i sti sc h e analyse z l j r"! bepaal det ."

catec!C3rieën .^ amen g en omen, vandaar het lagere aantal^,

v r' i j h e i d s g r s. d e n aan
."4 men ui t tabel 's. o u a'f leid e; n a ez: er.~.

opmerkt, n g qei
.} d t o o i; voor' fcabell en 6 t/m IC» . Het b e e l cl dat

ui t Fabel 5 naar voren komt, stemt Dver'een met de aestelde
..;

T*

l ysosomal e?hypothese; vel e di ss 'f' e n hebben een l ag e f

Btsbiliteit en een l 3. g e NTFÏ-akti vi tei t, maar si e c hts

i"! e 1 n i. a e ïufnen v c3 o r l n de rechter b oven h o's k van de tabelt

(hoae l ysosamale st ab i l i t. e i t on ei an !.::'= e e? n hoge NTR- .-. i.
f

a k ti vi t e i 15 Dit k a n i n üe r daad ge ï n t e i- p r e t e e r d vi u r" d e? n als
c

aïinwi Jsing dat pollutie dDDi- organische polluanfcia, ene e? n

m t? t"i (-""'i + name door kool wat er'stof .f en, een stress ka.n 'v' (51'" (J O t" 'z s k s n

op dCTi
'»** orqanismen. Een alternatieve vsrklarinq is dat der

concentrati e *,/an alle bel s.'nari..: :ike pol luanti 5. onderli n g
.ti'

gecorrË'l e e r" ü IS; een V £5 r h O O O d ë N T F-' aktiviteit z au dan-t *+**»

t

o n v e r" a n d e r l i .j !.:: .i5 3. i'ï'l (-' n Q .5 d n.**. <*< met een r-eaktie op de verhoogdeJ

cc3nc:entr'?.ti ss van andere polluanti a, Deze vei-klarinq lijkt

o j ^ n och fc a n s vrij Qnwaai-schijnlijk, ges' i en de d i ver s i t e i t*,

-,*

van d p O l l 1-1. t i e b r D n n en aan d e B el g i sc h e k u. s t .^-1

'H ï-? t. o p s p l i t s e n v a n d e b e s t. u. r.i e e r' d e? r e l a t i e n a a r- s e i :.: o e n
l e v ET t eveneens i nteressante result at en. De l ysosomale

Ï

sitabi l i tei t i % relatief het hooqsfc in winter en sorner enf

l .5.qe-;T in her+st en lente. In de seizoenen waar de die (5 nf**

relatief mi n d L'r £t e?ss hebben g l S a e relatie 't-Lissen-l .>.-
/

l ysasomale stabil i tei t e? i" i N T R -. ö. k t i v i te i t n iet sta 11 s t i % c: l"i

n'

/
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Tabel Frequ.enti etabel van de variabelen l ysosom.al e stabi-er
^! v

liteit en NTR - score. Ieder e l e m ent v a n d e m a t r- i ;.;

gee-ft aan hoeveel individuen (in de totale studie)
d e o v e r e e n k o rn .=. t :i. g e scores hadden vaar de twese ken-
merken.

Een G/q test (Sokal S.: Rohl-f, 1981) toont aan dat er
e e n s i g n i -f i cante a s. .s. o c i a t i e b e s t a a t t u s % e n de twee
kenmerken. (G/q d+ F 0.01))-^/~, q .:' -.
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Tabel 6. Al tabel o m s. a r e n k e l voor de waar n eml n g en in
erw

s "t

de ZOMER. Hier bestaat geen significante 'associatie.
6/q == 6. 19, d f 4, P > O. lN n

**.*.
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Tabel 7. Al s t.a be l i'l'iö.ö.t' enkel voor de w a a r" n e m i n q e n i nc-»-

.-I,

d e H E R F' E; T. D e s. s s o c i s. t i e? is si g n i -f i. c a n t;
G/q == 11.72, d-f -- 4, !=.< O. 025.
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l B: u maar enkel voor de w .3. a r r i e m i n g e n-T- I- c:bel s. Als tabel t
*

g e d u r e n d e de W I N TER. De associatie is niet s l g n l -
.*»'

-f i c a n t . ü/q 0.72, d-F F'> O. 5-I
J» q**
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Tabel 9. Als tabe] maai enkel voor de? w s. a r" n e en i n q & r"] l nt:r f*
\ t

de LE:NTE. D e a .=. s oei at i e is siqn i -c icant:

G/q 14.85, cH 6, P<O.025.**<-
»****
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Shi k at a Lysosomale st.abi l i t e i t (min)
score 5 10 lc 3 20 25-! er.

J-

»*>.* a**^ --- - .l «f .in ^v-l .»» K ...»» -.1 r-l -^ *'»*.

+ 49 ;t 7 17 4 '»
-*»*
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Tabel . 10. Frequ.entietabel van de variabelen lysuSDmale stabi-
liteit en Shikata score Ieder' element van a e

,i
.t-rt »*t

li

m.atri;'; geeft aan hoeveel individuen (in de totale
studie) de overeenkomstige scores hadden voor- de
twee kenmerken.

Een G/q test (Sokal S/ Rohlf, 1981) toont aan dat er
een si gni-fi cante associatie bestaat tussen de twee

^

kenmerken. (G/a =32.4 df = p 0.015er o ,*
»'ij o .

l

t
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Fig. 7. Vergelijking tussen de index van de contaminatie van de mosselen door
zware metalen (volle lijn) en de Shikata-index (streepjeslijn).
De berekening van de index wordt in de tekst uitgelegd. Beide variabelen
zijn uitgezet op een relatieve schaal, waarbij 1 overeenkomt met
1 standaarddeviatie.
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Fig. 8. Als fig. 7, maar voor het station Oostende.
Het eerste'punt van de SMkata - score werd niet verbonden met de
andere, omdat over deze bepal-ing twijfel bestaat als gevolg van
technische problemen.
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si g n i + i kant. . In h er -f s t en lente daarentegen is het verband
wel duideli j k. Dit wijst er eveneens op dat organische
poll ut i e een bijkomende stress vormt (naast vele andere),
waarvoor de dier en het g evoe lig st zij n a l s hun alqe men e
konditie reeds zwak l c»%n

Een vergelijkbare analyse werd gemaakt voor de relatie
tussen de resultaten van de Shikata - test e? n de lysosomale
stabil i t e i t. De r e su-11 at e n van deze a n a l y s e worden

voargesteld l n Tabel l O. Zoals v o ar d e vor i g e rel at i e
war'dt een si qn i f i c ante a s s o c i s. t i e g e v o n d e n tussen beide
variabelen. Toch blij ken er v er' s c h i 11 en te b est a 3. n l n

ver g e l i _i k i n g m t de s i t nat i e b i j d e NTR score. Voor det-t*ï

S h i k.s. t ö. v i n d e n we geen i n c on'ip at i b i l i t e i t tussen een

positieve score en een h D g e l y s o s o m a l e stabil i t e i t. Het
me? e s t opvallende is het feit dat; zeer veel dieren (en vee]

meer d a n v e r w a c h t i n e e n r a n d o rn m o del 5 wel een positieve;'. u^t

Shi kata-score als een lysasomale stabiliteit van slechfc-; ^ f-,
^ .t;-,»

rn i n hebben. Gezien h e t -f' e i t d a t cl e Shi k at a c::; c: ar'e naar

boven toe te beperkt blijkt te zijn (2 i e verder) leiden we

hieruit a -f- dat tenminste een deel van de l aqe l ysosorna.l e
stabiliteiten zou kunnen te wijten zijn asn de invloed van

van swar'e m e tal en, en wel deze waar de c: a n c e n t r a t i e het
sterkst l 5 (maar door de beperktheid van onze methode als^.

f<**

g. e l i j i-:: w a a r d i g aan ag er e, minder toxische concentr-ati es

w o r- d t b e ..-' o n d e n ' .

Zoal s vermeld in de i nl ei d i n g en o a l s ook blijkt, uit-7
? .l-,

de voorafgaande analyse; waren de resultaten van de Shikata
t e s t moei l i j k i n t', e r' p r' E' t', e' e r' b a a r . l s i J n n i e t7

i»
^*<

representafciet voor de aanwezigheid van met a l lothi on eines,
en het was, uit ds vooraf gaande studies, niet duidelijk wat
de waarde van des; e bepalingen was. Een verqel i j ki nq t.uïïsen

*** *->'

de? result at en van deze test e r"i de cl :i s i? r' i n g e n v a n ; w ar e.c*
**

metalen (Dupagne? et al., 19Q7} leverde echter- verrassende?

resultaten 00 . 'v' o o r d e s t', a t i o n s M i e u w p u c' r' t en Oostende,
W d.:.', we over ver sch i 11 en d e waar" n e m i n q e n o '.../ e r het 'l a a r"^**

Qi p r e i d beschikken, hebben w e een 1 na&?:-: van deCSVK<
'»*<*

concentrati e s.an s i'ss.r e metalen i n d e ni o s s e l e n b e r e k e n d o l;'T tA-

de '-'o l g end e manier. Var ieder' metaal werd de G) e m :i. d d e l de
concentr'ati e en de standaarddeviatie berekend. De? Q G Q S V (51"! S
werdsn dan gesst'ïindafirdi seerd door het q e m i d d e? l d e?

;"'
a-f te

trekken en te delen daar' de standaarddeviatie. De d-i l d u s

a est and aar d iseer ".I waarden voor de ver sc h i 11 en d e me? t', s. l on- ...! ^"
l

-t
_>,*

wer'aen gesommeerd en opnieuw gestdndaardiseerd opüezeï. iüe

man i et- Ds resultaten van de Shikata ti £? c:'-1 &? ft werden<

y

eveneens gestandaardi seerd. He blijkt dafc in b ei. d e+.
'^

stat i. ons d ^' r e su l .("-.aten van de Shiksts - test 7'ppr
^., t goed.***

J

cor'rel er'en met öe inde:-; van metcil enconcentrati es (Fig. ~7
<<

n 85 . Het ene afwijkende punt 1 n Oostende? l ïï-  ?c?n (ami^5
<.<

technische r'eden e n) : eer o n z e k e r e b e p a l i n g v a n d e S h i k s. t a *.<.*
^

r'ea kt i e. Dit was als zodanig op het protokol v a n de.-*

Ob er vat i e aan nedui d. ^--/ _I

De b e r e k e n i n g v a n d e ;: e in d e .;.; is slechts zin v o l a l s men
**»'

ervan ui t Q aa t dat de c o n c e n t r a t i e s v s. n de verse l-i i l l e n d e

met A l en l n een b e p a a l cl s t a t: i o n o n d e r' l i n g g e c o r r e l e e r- d z i j n ,,
en dat de concentratie van ieder metaal 3.{- z onder l i j k d L.l S

een sn ge vee r gelijkwaardige? indruk ver'scha+t van de totale.^.

metalenbel. ast i nn op dat o g e nb l i k, 11 e n kan aannemen dat
**

bi n n e n :.^ t:^t n station deze assumDt.ie te verantwoorden is. Dat"t-*

-^'
/



l 5 n i est h e t geval wanneer men v e r s c h i 11 e n d e stat i ons+**

on d er" l i n g v erge l i j kt. Een gelijkaardige analyse als; w o in
<«'

de tijd deden voor de stations Nieuwpac.rt en Oostende, werd
ook voor de kamp ag n es oktober en april uitgevoerd over det

i e s ;.tati ons. Hier vonden wij totaal geen correla t i eG:
-^

t u sen de resultaten van de Shikafca - test en de inde;-; van
*****
^-"
.»-*'

m e t a albe l a s t i n g. In het l i cht echter van de d u. i d e lij k
ver sc h i 11 en d e pollutiebronnen d i & door Do p a g n e e. t al .
(19E37) werden

-i aangetoond, l S h duidelijk dc3 de4-. J-
(± 1_ d i-

o n der l i nqe verhoudingen van de metalen in de v e r s c h i l l e n d e
stati ons anders "T j n , z o d a t onze inde ;.:: n a u. w e l i j k s w a a i de-f f"

a- A-

hee-ft" Het hoe'ft clan ook niet te verwonderen dat h i er qeen
<»»'

c: u r r el at i. e g e v o n d e n w u r d t..
Het blijkt uit d e;'e analyse dat de Shikata - test, ?- n

elk Q e v.ail t. e g e n o n s e e i g e n v e r w a c h t i n g 1 n < een r"£?de?l i j k e

relatieve maat geeft voor de belasting met z w a r !- me't. a l en . De.^ (
'»*

range van bruikbaarheid van de test is echter beperkt» De

ma;-; i mal e score +l) wordt b er e i kt voordat de ma;-; i mal e?
.

m e t s. l e n c o n c e n t r at i e be r e i [.:. t w o r' d t. .

Uit de mul tidimensionele analyse van Dopagne '^ l.?t al .

(1987) blijkt dat de O: N r a ti e en de ü c op e Foi Gr D w t h ,f-%

hoewel on d er l i nq m i n of m e e r g e c o r r e l e e r d, wei n i g
»*^'

associ3. 1 e hebben met de andere door deze a u t eu r s bepaal de.L.

vari abel en. A n a l oog konden W l geen i_
f*** orrelat i e vi n ei e n

tu's.sE?n O s N, SFG en de door ons bepaalde indi ces van stress.
Het l S duidelijk dat O:N en SFb sterk bepaald worden door'

de ecologi sche omstandi gheden , zoal s tefr!peratu,i...i.r , beschik

baar'hei d v d n voe'd se l c=>n D e z e? b e ï n v l o e d i n g l ï potent!eet._*?
I- ^A*> u

ook belangrijk voor de lysosomal E? stabiliteit,, m a. ei r g e beu r t
blijkbaar op een a n d e r e m a n i e r . B u v en d i e n k u. n n e n een groot

**<"

f
n

s. s. n t. ei l .faktoren wel invloed uitoefenen op de l ys o s om al e
stabil i t e i t, zonder tegel i j k de m e 15. b n l i s c h e aktiviteit

sterk te bepalen. We moeten hieruit konkl uder'en dat dE' beide
benader!n n en van ; t r e s s k a m p l e m e' n t a ir zij r"! , maar z G }...: e i ni etr^

%*

.^

hetT'el-fde meten.
Er uioet hierbij opgemerkt worden dat de mosselen langs

de Bel ui s c h e kust in een oeiïiiddeld zeer si echte kond i fc i e
J

z i j n . Fïeeds herhaaldelijk hebben wij erop qswezen dat een
*/

bepaal de inaat m/"l ar qevoeliq is voor" verander ingen in sfcr'ess^x<

i:'i l n n e r'! een beuaalde r s.n a, e van stress (c+r. d £ bssorek i naJ*

!-' *-

vs.n '...l t l i Do+usci ne +. l-"- '.=..)- e n d£? bespreking v cm het /er'b andf »*.*» '..[...Tt
n

S h i k.a t', a. test de'; erinqen van 2 w ar e met a l en ) . De a n q e/
-*,/

V O (J t a e l ysosomale st ab i i i t e i t wor d t herhaal del :i. j k naar"

ondBi'-en toe? overschreden. Z e e r' v e l e m o .=. s e l e n h a d d e n e e? n
*

l ysosoinal e stabiliteit van minuten, wat het mi ni mum l/~ "1
'"*

y ^w*

dat de; test k a n meten. Het l S o n w a a r s c; h i j n l i ...i b: d a t a l d e z ef

d i eren zich in een gelijke toestand van stress bevinden.
t

W i 1 vermoeden, uit hst q r ou t aantal w e. .3 r n e m i n q e n van

negafci eve '^ aF\73 i n E) o p a g r'! e e 'l', a l . (1987) dat de range V O O lc .**.

<*.

de S F G eveneens naar on a & r tae wer'd oversc:hr"ede?n. Het l S

iTlClSÏ i l .i k n o q een onderscheid te maken tussE'n mosselen d i e.t

**'

ï i C: h l n si echte, D-f i eer s l e c h te t. o e s t a n d bevi nden » Een'"
.\*

.

n eq a t', i e v e SFGe een Z Ë' (7-i
- r lage lysosomale stabiliteit ; l j n*'"

beide aanwijzingen van zware? stress, zonder dat men d E? ze.

.'

n o q kwantitatief kan benaderen,
**.'

-^0-
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4.3. Een alqemenK ;api3Ft'cJ..J3,;ti e van de wa.arde van h i s t o -
****

^ll-ÜI!i_L£ÊJD"_b.eEld.3j_d£: tr-ess i ndi c.storen.

De huidigsj studie heeft de be?perki ngen en kwaliteiten
van de histochemisch bepaal ds stress-indicatoren d u. i d e ]. i j k

.**

aanqedui d. Het bestaan van zeer mr
Tware stress kunnen we wel***

aantonen (ly SOSDlTld5.1e s fc a b i. l i t e i t 2 m i n 5 maar kunnen we"

ni et. verder kwanti + i ceren. Bi mi n d e r ernst i gs s t. r e s .^.._r-
*<»

verschaft de lysosomale stabiliteit een goede maafc vooi de"*

al gemene t o e s t a n d v a n de die r e n. Eieze wordt niet, 0+ ni etf.'»
**

r echtst r ek bepaal d d o o r de m e t a b o l i s c h e mc'gel i ...i k h e de nJ****
i-i

(SFG, Q: N ra=,+. ia' . Het l .; waarschijnlijk dat pnllutie een
F***
'.*'\'^

q rot e i n v'l o e d 01:5 dese variabele uitoefent. De E- E? l 2r G F? f"i .5. l t?

c y c l u. s werd in d I- kuststati ons g e' m s. s k e e r' cl doorF:>

(v o D r n a m e l i j k lokale) .fenomenen op ::or .te t ei m i j n «f"

Anders i _i d s i s een hoge aktiviteit van het N T F; ni et

cornpatibel met een hoge l ysc'somal e stabiliteit. Dit w i j s t

erop dat. ar aan i sc h e pol l ut i e dti l ysosomale stabiliteit

beïnvloedt. E e n d er g el i j k e i n v l o e d w e r d o u k e ;.; p e r i n'i e n t e e l
.5 a n g e t o o n d (Eayne et al . 1903 ).f-tt^r

/

De l i po+Lisci ne - bepaling, waarvan e;-;per"i menteel ook

het nut werd aangetoond voor de detectie van stress (M oor e

et e. l . 1985) was voor de uiüsselen van de Bel q i s c h e kust^
<**^

niet brui k b a. ar . De ranqe van bruikbaarheid van des e test

ligt h D ge r dan deze van (5 lysosomale stabiliteit. Voor".i
l»J

mossej. sn uit o-f -f ~ 5 hor e stat i on in de Noor'dsee was deze- ^

b ep a l ing wsï. z i n va l .

Een hoge NTF:>' - aktiviteit is geassocieerd me?t een lage
l ysosomale stabiliteit, en een algemeen grotere stress van

de o r g a n j. s m e n . Dit e -f -ï' e k t i s s t e r" h: e r u. i t g e s p r o k e n n a a r m a t e
de i:l i e r e n 3: l Q e n'i e e n in een siechtereï konditie Z 'i Dittf"-,?

w i j E. t erop dat de NTFi - aktiviteifc, in overeenstemming m e't.
4-

literatuur-gegevens, een sp ec i. -f i. e k e stress-.-maat l S. De

SD e c: l -r l ei t :eit vQCir o r g a n i s c h e p o 11 u. .a n t i a hebben vss uit def* .l-
\

l

vel d gegeven s ni e'rta»- kunnen onderzoeken. Zij l i .j kt nochtans.>"

**-'

vr i .1 vast te sta .5 n zowel op b S: S i 5 van e;<per i mentel e.. J-
9

g e g e' 'v' e n s, als vanuit biochemisch - fysiologische ove-rnegi n-
gen

<

De S h i k s t a t e s t l es v e? r cl e t u t o n z ï -t ei gen yerr'assi ne)

g o e' c] interpreteerbare resultaten op. Met de restrictie d a fc

de test e e n b e p er k t e r a n g e h e e -F t, t e n m i n s t e m e t het d o o r

ons g e h .3 r'i t. e e r d e s c o r- e s y s t e e m, was er een goede con'-el ati s-*.

met C-'j g e m s? t e? n m e t .=' a l d o s erin g e n » Deze resultaten w lfzen-f
u'--;

ET O p dat een beter scoresysteem voor de positief reager-endel

d i eren s al moe ten g e v u n d e n w o r' d e n " Het zal waar-sch i j n l i j k

n o d i g zij n s t e r k e r v' e r v u i l d e m o s; s e l e n t e b e s t u d e r" e n , a rn h e t
scoresysïeein n 3. .3. i boven tos te verbeteren. In i l k C)63Vctl4" .- crit-

h ebbe? n we i-i u. s t e r k e a a n w i j;: i n g e n d a t h e t v e i- d e r" u. i t v o ere n

van d e;'e test zinvol l Het is niet gemakkelijk om uit<*"
^^ a

d o ser-i n g e n van : ware met a l en een zin valle maat voor de*,-

pol l ut I e d D u r d ez e elemeri t en te d i st i 11 ren. Elk metaal1-1

*t .1moet a -f- z o n d e r l i j h: .' gewogen . worden naar zijn bel a n gr i j k h e i d
l n de tyïii ol ogi e van de o r' g a n i s m e n , s n dit stelt z e k er

*

emstiqe problemen. Het qebruik van üe Shikata - test al s

e e n geïntegreerde maat wcsrdt dan ook een aantrekkeli j k

3ï<«^

/



al t er nat i e+ .
Ho e w.e l de T i m m s u. l -F i d e m e t h u de' een veel duidelijkei-

b e e l d geef t van de aanwezinheid van m e ta l en dan de
»*T

Shikata-test, l c; d e b r' u i k b a a r h e i d ervan al s i n d i c a t o r- vs.nL~-
*'

stress beperkt. Het blijkt namelijk 20 te zijn dat altijd
*«

een positieve reaktie verkregen wordt, en dat des e moei lij k
*..

te quanti+iceren l 5.
.

A n d e r' z i j d s l e v e r t de Ti mm u l f i d el
****t

kl e u. r-i n g i n t e r- e s s a n t e qua l i t a t i e v e r'e su 11 a te n . D 63

ver sp rei d i n g van d fc; ï w a r' e m e fc -31 e n i n h e t l i c h a a m , en met"T
A-

name d e h o g e c o n c e n t r s. t i e l n de g on ad en, is een potent i e e l
belanqri j k gegeven .

De 5 u. g geest i e dat de aanwezigheid van k w i k in het

l i cha.am afzonderlijk kan b est Lid eer" d t-'orden, omdat het
*^

.aan t. c'n en van kwik g e-'e n behandelinq met si-il-Fide behoeft, l S

door ons o o k onderzocht. Dit l everde nochtans geen
b E' V i- £ d i q e n d e r e s u 11 a. t e' n . De kleuring was onbetekenend, e' n

b oven d i en is het ni et m o g e' j. i j k e e n test +-ft.-l doen voor

a c h t e- r g r o n d k l s u r i n g z o d a t e r een g r o t e u n z e k e r h e i d b l i. j -f' t?

o v e r de bet e k e n i s v a n d e v e r !.:: r- e g e n k l e u r i n g .

4,4. Anne;';: _het qebru.i k yan andere _testgrqani smen,

Ten=lctte i.-ii 11 en we**- lier nog 'if'--!'jL jz en O D een k l e i n

e:-; p er i ment dat we v e r' r' i c h 11 e n met g ar n al en (Cr-aqnc'n
cr'aqnejn) . Deze scjori'., o m n lvooi pi-edatorisch en i n d eff*

l

sedi menton le'vend, zou e 13 n belangrijke bron van'*** int ormat i e

kunnen ~- i .j n over de e-Ffekfcen van in de bodem qestockeerde*-

pol l u 3 nt i a. Onze p rel i m i n a i r e testen w e s E' n e f" u p dat de

methoden, g e brui kt O u i de? mossel , ook k L.I. n n e n t D eg ep a s fc\ / -. K"
y

worden op de gamaal. De test voor lysosomale stabil i t e i t
,*

l ever t en duidelijke piek op (bij onze fcesstdier'en op en
c."

t
\**

u J 10 min); de? Shikata levert ongevE'er hetzelfde beeld Cip
.Tr":

h

als; b i .j 1-1. f--, mossel
t (b l j de testdieren pasitief) ;; Tiiïun sul-f i de;t lU bï

kl e u r i na gs s ft duiüelijke reaktie langsï het lumen van a e,~

t u bul i van de "i e p s. r, n p a n c r e a s;4" ,- l i p o f u s':: i n e !.:: l & 1-1 r t n"i i n ü e' r

sterk dan bij de mosselen van de Bel aischs? kust; N T R geef t
4. ,.! ." ,"-, t*

een beet. d (bi onze te-stdi eren) overeen komst: l a, (::ie score ^

b 1 de mossel en nt
.!<

»

I n tegenstellinq tot da mossel Z l dese met l n q en
J.

Sb'5Cil UUt ni efc gevalideerd door experimentele gegevens, a+

ui. tgebrei de veldstudi es. t--! (=..!- i s d u s ni et moge?], i J k hun.\

1^; (^ -I- ^ 1.:^ (^ f"( ^ .:;::. op d i t ogenbli k i n t. e s c: h a t fc e n. Toch menen W l J

dat hl er een i nteressante? mag e l i J k h e i d V O O t' VE'rde'r'»*.
^n

onderzoek liqt.

~3t
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