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SUMMARY■

The present investigation aimed at a description of 
seasona1 and spati a1 var i ati on i n h i st ochem i c a11 y d e ter- 
mined stress parameters of mussel populations along the 
Belgian coast. The parameters described are: lysosomal
stability, NADF'H - néotétrazolium reductase activity, 
Shi kata test for metal 1oproteins, Timm sulfide reaction for 
heavy metal localization, lipofuscin determination and 
reproductive state.

11 w a s h y p o t h e s i z e d at t h e s t a r t of t h e e x p e r i m e n t. t h a t. 
a pollution gradient would be present along the Belgian 
coast ranging from the mouth of the Western Scheldt. (the 
m a j o r poll u t. ion s o u r c e ) t o t h e Fr- e n c h b o r d e r , E v i. d e n c e f o r 
such a gradient could not be found in the data. In fact the 
station Breskens, located in the mouth of the Western 
Scheldt, had one of the best thriving mussel populations in 
the investigated area..

The condition of the mussels along the Belgian coast, 
a s c o m p a. r e d w .i t h m u s s e 1 s f r o m e >; p e r i m e n t a 1 o f f — s h ore 
stations, or with literature data, is very poor. Lysosomal 
stability was seldom higher than 10 min; Shi kata test 
yielded most often positive reactions; NTR was always 
s 1 i g h 1 y e 1 e v a t e d ; 1 i p o f u s c i n d e t. e r m i n a t i o n g a v e v e r y d a r k
reaction, in which no differences could be detected any 
more.

In general spatial or temporal gradients were by far 
o v e r r u. 1 e d b y 1 o cal , s h o r t te r m v a r i a t i o n s. T h e s e a r e m o s t 
probably caused by local contaminations. That conclusion is 
supported by the sharp peaks sometimes found in heavy metal 
concentrations in a concomitant study (Dopagne et al., 
1987), and by the often unexpected variation in NTR 
activity, which points to local and temporary problems with
0 r g a n i c m i c r o p o 11 u t a n t s.

It is shown that NTR activity is related to lysosomal 
st ab i 1 i t y i n t h e sen se that a hi g h NTR acti v it y i s n o t 
compatible with a high lysosomal stability, This is more 
expressed when the animals are in a poor condition.

A positive Shi kata reaction can occur even with high 
lysosomal stability, but when lysosomal stability is low,
1 t. is i m p r o b a ble . t o f i n d a n e g a t i v e S h i k a t a r e a c t i o n .

The Shikata reaction, although poorly quantified, is 
found to be highly correlated with an index of heavy metal 
c on t en t in t he musse1 s.

A general discussion is devoted to the value of the 
différén t his t ochem i ca1 met h ods.

A short appendix indicates that the methods used here 
f or musseIs can succ essfu11 y b e applied t o sh r i mp (Cr an g on 
crangon).
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I n 1 e i d i n g .

1.1, üpzet en doelstelling van de ex p e r i m e n t. en.

Eût verslag behandelt de resultaten van het 
mussel stress experiment, dat aan de RUG uitgevoerd werd in
0 p d r acht va n de E-i e h e e r s e e n h e i d M a t. h e m a t i s c h M o d e 1 »

Het programma van dit experiment voorzag in het volgen 
van de jaarlijkse cyclus in een aantal fysiologische en 
h i s t o c h e m i s c h e s t r e s s - i n d i c a t oren in n a t u u r 1 i j k e m o s s e 1 
p o p u 1 a t i e s langs de B e 1 g i s c h e k u s t. E> e e v o 1 u t i e v a n d e 
f y s i o 1 o g i s c h e i n d i c a t. a r e n w o r d t, sa m e n m e t a n d e r e a s p e k t e n , 
gerapporteerd in het eindrapport van de ULg (Dopagne et 
al., 1987), Wij bespreken hier de resultaten van de
Il i s t o c h e m i s c h e a n e. 1 y s e s,

Het volgen van de jaarlijkse cyclus in stress- 
indi, c a t o r e n is va n b e1 an g voor het op z e11en van r out i n e- 
matige stress—monitoring programma’s. Het is immers b e k. ein d 
dat zowel d e f ys i o1og i sche a1 s de h i st ochemi sc he r espon sen 
sterk kunnen vari eren gedurende het jaar <Bayne et al., 
1985, Korporaal en Smaal, 1986, en referenties daarin). 
Het voor komen van ? n at uur1 i j k e’ variaties bemoe i 1 i jkt d e
1 nterpretati e van resultaten ui t stress-testen aanzi en1 i j k, 
Het is duidelijk dat in dit geval geen absolute waarde kan 
gehecht worden aan het resultaat van een test. Dit zal 
steeds relatief tot de verwachte waarde (voor gezande 
m osselen i n h e t e 1 f d e s e i z o e n ) m o e t. e n b e k e k e n w o r den „

D e b e 1 a n g r i j k s t e f a k t o r e n d i. e de b e s t u d e erde 
konditi e—indi ces bepalen zijn de beschikbaarheid van 
v o e d s e 1 , de rep r o d u. k t i e v e c y c 1 u s e n d e t e m p e r a t u u r «
W i d d o w s ( 1978 > o n d e r z o c h t d e i. n v 1 o e d v a n v o e d s e 1 c o n c e n -
trati e en "seizoenas1 effect" op vele fysiologische varia­
ta e len i n e e n m u 11 i f a c t o r i e 1 e s t u die. H i ..i v o n d d a t b e :i. d e 
faktoren een signifikante invloed uitoefenen op de respira- 
t o r i s c h e i n t e n s i t e i t ( n a k o r r e k t i e v o o r 1 i c h a a m s g e w i c h t) , 
de assimilatie—efficientie en de ammonium—excretie.

V o o r d e h i s t. o c: h e m i s c: h e s t r e s s—i n d i c a t o r e n w o r d t in h e t
a 1 q e m e e n d e m o g e 1 i j k e i n t e r f e r e n t i e v a n s; e i z o e? n a a 1 g e b o n d e n
faktoren met de resultaten van de testen beschreven (Bayne 
et al., 1985), Dit geldt in het bijzonder voor interferen- 
t i e v a n d e r e p r o d u k t i e v e c y c: 1 u s . D e a f z e t v a n g a m e t e r1 
beïnvloedt de conditie van de dieren zeer neg a', tief, wat bv. 
t. o t u i t i n g k o m t i n e e n v e r m i n d e r i n g v an de s t a b i 1 i t. e i t v a r1 
de lysosomal e membranen. Eenzelfde vermindering zou ook 
kunnen voorkomen bij zeer hoge of lage temperaturen.

Het is b e? ken d dat de reproduktieve cyclus van de
mossel st er k k an vari ëren naargelan g de g r oe ip1 aats. Zo
h e b b e n m o s s e 1 e n in s o m m i g e s t r e k e n e e n d u i d e 1 i . j k e 
n a j a arspie k i n d e r ep r od u k t i e, ter wi j1 i n an der e s t rek e n d e 
reproduktie tot het voorjaar beperkt blijft.

Het grote belang van sei zoenale interferenties, en de
o n b esc h i k baarhe i d van b asi sg egev e n s o ver de r epr od ukt i e v e 
cyclus v an mosse1 en u i t de Belgisc he k ust z an e maa kt en h e t 
n o o d z a k e 1 i j k d e s e i z o e n a 1 e e v o 3. u t i e v a n d e b e s t u d e e r d e 
st r eos-ind i cator en t e vo1 g en,



Het. bestuderen van de 'natuurlijke-' sei z oena. le cyclus 
stelt een theoretisch probleem. Men moei; ervan kunnen 
uitgaan dat de resultaten van de metingen niet of slechts in 
geringe mate b e ï n v 1 o e d w o r d e n d o o r poli u t ie -- i n v 1 o e d e n .
I n d i e n i rn m e r s poli u t ie ( d i e e v e n e e n s e e n sei z o e n a 1 e 
s c h o m m e 1 i n g k a n v e r t. o n en) de m e t i n g e n i n e e r s t. e i n s tant i e 
bepaalt, is het onmogelijk deze invloed te onderscheiden van 
de invloed uitgaande van natuurlijke variabelen, zoals 
t e rn p e r a t u u r e n v o e d s e 1 a a n b o d .

Het is moeilijk om in de Belgische kustzone op basis
van a pri or i inf or mati e een 1o k at i e te se1 ek t eren di e aan
deze voor w a a r d e n v a n g e r i n g e p o 11 u t. i e - in v 1 o e d v o 1 d o e t. 
E)e resultaten van een vorig onderzoek (Herman et al. 1985) 
sugger eer d en eve n we1 een moge1 i j k e op1ossing, d oor het 
kiezen van een aantal lokaties langs de Belgisch - Neder­
lands e k u s 11 i j n , g a a n d e v a n K o k s i j d e i n h e t w e s t e n , t o t
B r e s k e n s in h e t o o s t e n .

U i t h e t s t r o m i n g s p a t r o o n v a a r d e B e 1 g i s c h e k. u s t. i s h e t. 
d u i d e 1 i j k d a t h e t. o o s t e 1 i j k g e d e e 11 e v a n d e k u s t z o n e ( t o t 
ongeveer ter hoogte van Oostende) sterk, onder invloed van 
de Westerschelde staat. De Westerschelde is een gekende 
pol 1utiebron, en het is dan ook te verwachten dat de
i n v 1 o e d v a n p o 11 u tie in dit k u s t g e d e e; 11 e b e lang r i j k e r z a 1 
zijn dan in het westelijk deel. Dit wordt overigens 
bevestigd door de resultaten van henthische monitoring (zie 
H e i p et al., 1984, en de tabe1 hi eruit ov ergen omen i n 
Herman et al., 1985). E)e verwachting was dan ook dat er
een gradiënt zou kunnen gevonden worden van relatief 
g e po1 lue er d e k ust zon es i n het oost en, naar relatief z u i vere 
z o n e s in he t w e s t e n .

De r e s u 11 ate n v a n e e n p r e 1 i m i n a i r o n d e r z o e k m e t. 
mosselen (Herman et al., 1985), wezen eveneens in deze
richting. Voor mosselen uitgehangen in off-shore stations 
was er een duidelijke tendens in de .meeste stress 
p a r a m e t. e r s die wee s op e e n g u n s tige r s i t u a t i e v o o r 
N i e u w p o o r t. d a n v o o r Z e e b r u g g e. V o o r d e rr¡ o s s e 1 e n d i e 1 a n g s 
de B e 1 q i s c h e k u s t z o n e w e r d e n b e m o n s t e r d w e r d e e n 1 a g e r e 
st r ess g e von den i n Ni e uwpoor t dan i n 0ostende. Op b a s i s 
van deze resultaten werd een intensiever staalnameprogramma 
opgesteld. Het grondidee was dat, indien de aanwijzingen 
v a n e e n p o 11 u t i e g r a d i ë n t k o n d e n b e v e s t i g d w o r d e n , t. e v e n s 
r e 1 a t i e f o n g e p o 11 u e e r d e s t a t i o n s a 1 s i n d i c a t i e -f v o o r d e 
( s e i z o e n a 1 e ) a c h t. e r g r o n d v a r i a t. i e t e r b e s c h i k k i n g z o u d e n 
staan.

H e t m o n s t e r- n a rn e—p r o g r a m m a w e r d i n f u n k t i e v a ri de z e
hypot hese opgest e1 d. S e i z oen a1 e vari atie z ou met een
hogere resolutie bestudeerd worden in twee stations, 
O o s t e n d e e n N i e u w p o o r t, t er w i j 1 r u i m t e 1 i. j k e v a r i a t i e e n 
seizoenal e variatie (met kleinere resolutie) tot uiting zou 
komen door het sei zoenaal bemonsteren van zes stations langs 
de vooronderstel de pol 1 utiegradient tussen Breskens en 
Koksijde.

1.2. H i s t a c h e m i s c h b e-; p a a 3. d s s t r e s s - i n d i c a t o r e n .



Al s h i stochemisch bepaal de stress-ind icatoren werden 
i n eerst e i n st an t i e de stabiliteit van d e 1 y s osomaie 
m e m b r a n e n en de a k t i v i t e i t van bet ne o t e t r a. z o 1 i u. m r e d u. c: t a s e 
(NTR) bepaald, en werd de Shikata - test voor metallo- 
proteïnen uitgevoerd. De theoretische achtergrond van deze 
methodes wordt in groot detail beschreven door Bavne et al. 
(1985), en goed samengevat in Korporaal en Smaal (1986), 
In beide werken worden ook omstandige r ef er ent i el i j sten 
gegeven. Hij werd eveneens uiteengezet in vorige rapporten 
(Herman et al. 1985, 1986) en zal hier slechts kort
s a rn e n g e v at worden.

1.2. 1 „ Stabiliteit van d e 1 v s o s o rn a le me m b r a n e n .

H e t 1 y s o s o m a a 1 - p h a g o s o m a a 1 c a m pie x is e e n i n t. r a - 
c e 13. u 1 a i r s y 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 ai a. r a a n 
(i n n or ma1 e omst an di g h ed en) i n a k t i eve hyd r o1 ytische en z ymes 
get) on d en zijn. Ver sc h i 11 en d e st r ess fact oren k un n en d e 
lysosomal e membranen destabi1 izeren, en aldus de hydroly- 
t i s c h e e n z y rn e s a k t i v e r en. E) e z e e n z y m e s k a t a b o 1 i z e r e ri z o w e 1 
cellulaire ais cel-vreemde componenten. De destabi1 izering 
w o r d t v o o r a f g e g a a n d o o r o p n ame en a c c u m u 1 a. tie v a n d e 
cel—vreemde stoffen in de lysosomen,

E: i j d e b e p a ling v a n d e s t a b i 1 i t e i t v a n d e 1 y s o s o rn a 1 e 
m e m br an en wor d t h et weefsel in een z ur e b u f f er g eb r ac ht (p H 
= 4.5) gedurende een periode die varieert van 2 tot 25 min
(2, 5, 10, 15, 20 en 25 min). De zure oplossing
destabiliseert de membranen. Hierna wordt. een hi stoche­
mi sch e kleuring u.itgevoerd, die specifiek is voor de lysoso­
mal e enzymes. De intensiteit van de kleuring is evenredig 
m e t ci e a k t i v i t e i t v a n d e e n z y m e s. D e d e s t a b :i. 1 x s e r i n g
brengt de enzymes in oplossing, waardoor de kleur inten­
siteit afneemt ais de destabi1 i sering langer doorgaat dan 
nodig is om de meeste membranen te breken. Een piek in de 
k1eurintensiteit geeft aldus aan na welke tijd de membranen 
g e d e s t a b iii se er d z i j n,

Z e e r u i t e e n 1 o p en d e s t. r e s s—f a k t. o r e n k u n n e n e en v e r m i n d e— 
r i n g v a n de 1. y s o s o m a 1 e s t a b i 1 itei t t o t g e v o 1 g h e b b e n , D i t 
is beschreven voor droogstand (McHenery et al., 1983), 
h y p o x i a ( M o o r e e t al., 1979 ) , h o n g e r i n g , h y p o s a 1 i n i t e i t. e n 
P a a i i n g i B a y n e et al., 1978 ) , p o 1 y c y c 1 i s c h e a r o m a t. i s c: h e 
kool waterstoffen (Moore et al., 1978s Moore, 1979; Bayne et 
al,, 19795, metaalionen (Vi arengo et al., 1985; Steineri en 
F' i c k w e 11 , 1985), olie ( L o w e e t a 1 , , 19 815 , D e r e s p o n s z o u
in het algemeen evenredig zijn met de sterkte van de
s t i m u. 1 u s. T e v e n s w e r d i n g e i: o n t r o 1 e e r d e e x p e r i m e n t e n e e n 
goede correlatie gevonden tussen deze stress—index en de 
fysiologische indices (Bayne et al., 1985).

1.2.2. N A E) F’ H - n e o t. e t r a z o 3. i u rn r e d u c t. a s e ( N T P: ) .

NADF’H-neotetraz ol i um reductase (NTR) is een enzyme dat 
deel uit maakt van d e ’mi xed —fun ct i on ox i d ases’,
geassocieerd met het gladde endoplasmatisch reticulum. De 
’ m i x e d — f u n c t i o n o x i d a ses’ i n h e t. a 1 g e m e e n s p e 1 e n e en r o 1 
in de oxidatie en detoxifi cati e van (toxische) organische 
stoffen in het cy"toplasma. De aktiviteit van het NTR is
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1.2.3. S h i k a •t a --1 e s t v o o r m e t a 13. o p r o t e ï n e n .

E) e Shikata-1. est voor metal 1 oprot einen (Shi kat at et al», 
1974) is een relatief weinig specifieke histochemische
techniek. Sulphydryl—groepen in proteïnen (de typische 
bindingsplaatsen voor metalen) worden geoxideerd in een 
zure permanganaatoplossing, De metaalionen worden daarbij 
ver w i j d erd, en de res i due1 e g roep en g ek1eur d met or c e ï n e, 
wat aanleiding geeft tot de vorming van blauw - purpere 
granules (Jain et al» 1978). Vroeger (Herman et al.,
1985) wezen we er reeds op dat deze kleurinqsmethode niet 
s p e c i f i e k is v o o r m e t a 11 o thio n e ï n e n , rn a a r a Ile m e t ali o p r o t e - 
i n e n k 1 e u r t. ■ Eí o v e n d  i e n is er int e r f e r e n t. i e v a n a n d  e r e 
c e11u1 a i r e be st an d d e1 en, di e ,even een s k1 eur e n met or c e ïn e 
(met name elastische bindweefsei vezel s). Deze aspekten van 
d e S h i k a t a -1 e s t d e d e n o n s r e e d s t v*.; i j f e 1 e n a a n z i j n 
b r u i k b a a r h e i d b i j s t r e s s - s t u d i e s » H e t n i v e a u v a n
c a n t a m i n a t i e d o a r z v*) a r e m e talen i n d e Bel g i s c h e k u s t z o n e i s
niet hoog genoeg voor de; vorming van metal 1 oth i one ï nein bij
de mossel, zodat nooit een zeer sterke kleuring met deze 
t. e c h n i e k v e r k. r e g e n w o r d t » A n d e r z i j d s zi j n d e b 1 a u w—p u r p e r e 
g r a n u 1 e s n o o i t v o 3.1e d i g a f w e z i g , o m w i 11 e v a n d e h o g e r 
genoemde kenmerken van de kleurtechniek.

1.2.4 . T1 mm s u 1 f i d e m e t h o d e v o or z w ¿i r e m e t a 1 e n .
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h y d r o q u i n o ne en z i 1 v e r n i t r a a t , D e m eta a 1 s u. 1 f i d e n
v e rodr z a ken een red u kt i e van het z i 1ver, dat a1 s me t a11 i sch 
zilver neerslaat. De zwarte korrels metallisch zilver
w o r d e n g e m a k k e 1 i j k m i k r o s k o p i s c h w ¿i a r g e n o m e n .

De methode werkt optimaal ais het te bestuderen
o r g a n i s m e v o o r a f g e p e r -f u see r d w o r d t m et de n a t. r i u m s u 11 :i. d e - 
oplossing. Dit is evenwel onmogelijk uit te voeren met ons
materiaal. Bovendien is het beter om de verschillende
testen uit te voeren op dezelfde organismen» Het bleek uit
onze testen dat vri escoupes, gefixeerd in glutaaraldehyde 
en on d er ged ompe1 d i n d e r e agentia, u i t st ek ende resu11 at en 
gaven. Het protokol opgenomen in Bijlage 3 van het interim
rapport (Herman et al., 1986) geeft de methode weer, zoals
ze nu door ons toegepast wordt.

V o 1 g e n s D a n s c h e r & Z i m m e r ( 1978 ) is de T i m m s u 1. f i d e
methode zeer specifiek voor metalen die onoplosbare of zwak
o p 1 o s b a r e m e t a a 1 s u 1 f i d e n v orinen. A n d e r e c h e m i s c h e
b e st a n d d e1 en van d e weefsel s g eve n g een n oemen swaa rd i g e 
k 1 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 1 e c h t s o p b i j h o g e 
gehaltes aan metalen ("is indicative of high metal
con tent")» Het omg e k ee rde is ec hter n i et waar; sommi ge
metalen zijn zo gebonden dat ze geen Ti mm sulfide reaktie
g e v en. B i n n e n d e m e t a 1 e n is de me t h a d e e c h t. e r n i e t. 
s p e c i f i e k s h e t. i s o n m o g e I i j k u i t t e m a. k e n m e t d e z e m e t h o ¡i e 
met welk metaal rnen te ma. ken heeft. Een mogelijke
u i t z o n d e r i n g v o r m t k w if: da t o n d e r d e v o r m v a n k w i k s u 1 f i d e
in het lichaam aanwezig is; dit zou reaktie kunnen geven
z o n d e r v o o r b e h a n d e 1 i n g m e t s u. 1 f i d e.

D e i n t e n s i t e i t v a n d e k 1 e u r i n g b i j de T i m rn s ul f i d e 
me t h o d e v e r s chi 3. t v a n indi v i d u t o t - i n d i v i d u » D e z e 
v e r s c h i 11 e n d e d e n o n s d e m o g e 1 i j k h e i d o v e r w e g e n d e m e t h o d e
0 p s e m i -- q u a. n t i t a t i e v e w i j z e t e g e ta r u i k e n , d o o r e e n s c h a a 3. 
v an inten s iteit op te stellen »

1,5.5. Lípofuscine.

Het aantonen van 1 ipofuscine in de 1 ysosomen is een 
techniek die recent werd toegepast in het onderzoek naar
s t r e s s - i n d i c a t o r e n b i j m o s s e 1 e n ( M o o r e e t. al», 1985 ) , 
Li pofuscine is een pigment cl at gevormd wordt. door 
per ox i clat i e van lí pi den en de daarop volgende 
polymerisatie. De intensiteit van a u tof a q o c y t o s e en van 
peroxidatie van lipi den beinvloedt de aecumul ati esnel hei d 
van 1 ipofuscine. Het is bekend dat 1 ipofuscine accumuleert
1 n 1 e v e r c e 11 e n a 1 s g e v o 1 g v a n v e r s c h i 11 e n d e z i e k t e n ;
accumulatie wordt ook waargenomen bij het verouderen van 
cellen „ M o o re e t a 3. , ( 19 8 5 3 t. o o n d e n a a n d a t b 3. o o t s t e 3.1 i n g
van !.. i 1.1 o r i n a 1. :i. 11. o r e a aan 400 uq/1 p h en an t reen een sterke 
stijging van de 1 i pofuscine concentrait i e tot gevolg had»
Na het toedienen van phenantreen gedurende drie dagen 
werden de dieren overgebracht in zuiver zeewater.
Gedurende deze recuperatie periode verminderde het
g e h a 11 e a a n 1 i p o f u sei n e t o t. h e t n i v e a u v o o r b 1 o o t s t e 11 in g »

We hebben de techniek voor het aantonen van
1 i p o f u s c i n e rn e t s u c c e s t o e g e p a s t o p ans m a teri a al. He? t 
p r o t o k o 1 v a n d e z e m e t h o d e i s o p g e n o m e n i n h et i n t. e r i m 
r app or t (He rman et a1„, 1986, Bijl ag e 4),



1.2.6. Q u. d e r d o m s b e p a 3. i n g e n_met, de acetadle peel methode.

Het bepalen van de ouderdom van de mosselen door 
toepassing van de acetate peel methode was niet succesval» 
Wij zijn er niet in geslaagd om de moeilijkheden met het 
materiaal, beschreven in het interimrapport (Herman et al.,
1986), op te lossen. Het voornaamste probleem is het 
verkrijgen van een qoede zaagsnede. Hiervoor moeten de 
mosselen ingebed worden, en moet een geschikte zaag 
gebruikt worden. De zagen waarover wij konden beschikken 
waren evenwel ofwel te fijn (en te breekbaar) of te grof 
(zodat de mosselschelpen braken).

1.2.7. Rep r odu k t i eve t oestan d .

Lie reprodukti eve toestand van de bestudeerde mosselen 
wer d even een s gevo1 g d. Van elke mossel worden en ke1 e 
c o u p e s g e k 1 e u r d rn et een alge m e n e kleuring i P a p a nie o 3. a o u 
-kleuring, d.i. een haernatoxy1 i ne - eosi ne kleuring). 
Deze coupes worden gebruikt ais controle op het proces van 
preservatie der weefsels en snijden der coupes (bv„ 
ontdooiing van de weefsels, niet snel genoeg invriezen, 
problemen met het mes van de cryostaat,» »). Tegelijk geven 
deze co u. pes een be e 1 d v a n de repr o d u k t i e v e t o e s t a n d 
(•aanwezigheid en graad van rijpheid van de follikels).

Hosselen zijn van gescheiden geslacht; het geni taal­
stelsel bestaat bij beide sexen uit talrijke vertakkende 
k a. nalen die z i c h tot t u s s e n h e t bind w e e f s e 1 v a n -a n d e r e
0 r g a n en en r o n d d e s p i jver t er i n g s klier f : un n en on t w ik k elen. 
Deze kanalen eindigen in follikels waarin zich de? eieren en 
d e s p e r m a t o z o a o n t w i k k e 1 e n ( C h i p p e r f i e 3. d , 1953 ) .
G a rn e t o q e n e s e w o r d t g e ï n i t i e e r d d o o r e e h d a. 1 i n g v a n d e;
t e m p e r a t u u r i n d e h e r f s t e n v e r 1 o o p t 3. a n g z a a. m v e r d e r 
tontwikkeling van de gameten (Kautsky, 1982; Seed 1969). Na 
s p a w n i n g w o r d e n de f o 3.1 i k e 1 s s n e 1 i n g e g r o e i d d o o r
bi n d weef sei, waar b i j r esor p t i e gebeur t v an d e n i e t
q e s p a wn d e g ameten, Daar n a 1 i g t de r ep r odu kt i ev e a kt iv i t e it
1 a a g , hoewel, af h a n k e? 1 i j k v a n de g r o e i p 1 a. a. t s e n het j a. ai r ,
e? e n t w e e d e ri j p :i. n g e n s p a w n i n g i n d e It e r f s t k a n v o o r k o m e n .
In deze periode (z ornear) worden gl ycogeen reserves gevormd in 
d e A d i. p o—G r a n u 1 a i r e ce 13. e n „ T i j d e n s d e g a m e t o g e n e s e z :i. e t.
m e n h e t ai a. n d e e 1 v a n de Ad i p o - G r a n u 1 a i r e c e 1 i e; n i n h e t
m a n t e 1 w e e f s e 1 a f n e m e n , t e n v o o r d e 1 e v an de follikels e ri d e 
v e s i c u 1 a. ire bin d w e e f s e 1 c e 1 le n ( W i 11 e v r o n gel, 1986 ) ,



2. m a t e r i a a l  e n m e t h o d e n ,

2.1. Met h od en voor d e h i st qc h emi sc h e an a 1 y ses.

De principes van de verschillende bepalingen werden in 
de inleiding behandeld» De gedetailleerde methoden voor de 
hi ist o c h e m i s c h: e a n a 1 y s e s w e r d e n u i t v o e r i g b e s p r o k e n i. n h e t. 
intérim rapport (Herman et al. 1986), waar in de bijlagen 
d e p r o t o c o1 s z i j n op g en omen. Wi j ver wi j z en hier n aar di t 
r a p p o r t, zonder dez e detail s op n i euw over t e n emen » 
Vermits de verschillende bepalingen (op uitzondering van de 
1eeftijdsbepaling met de acetate peel methode) op 
b e vr e d i gen d e wijze kon den ui t g evoer d worden, wer d hi e r aan 
niets meer g ewi j z i g d.

Voor wat betreft de lysosomal e stabiliteit, NTR 
aktiviteit en Shikata—test werd een bevredigende manier van 
interpretatie gevonden. We citeren uit Herman et al» (1985);

11 De stabiliteit van de lysosomal e membranen werd 
beoordeeld ais die 1 abi 1 i seringstijd waarna een 
maxi ma1 e k1 euring van de 1 ysoso men werd ve r f : r eq en,
De aktiviteit van het NTR werd beoordeeld in een schaal 
v a n 0 (gee n k 1 e u r i n g) ta t 5 ( z e e r i n tense f: 1 e u r i n g ) „
E' e S h i k a t a—te s t wer d b e o o r d e e 1 d ais — 1 ( g e e n r e a f : t i e ) ,
0 (zwakke, enkel plaatselijke reaktie) of +1 (algemene 
reaktie).
E)e beoordeling van het resultaat van de testen werd 
telk en s onafhankei i j k d oor t wee person en u i t q evoe rd » 
Meestal kwamen de resui ataten zeer goed overeen. Voor 
d e stab i 1 i t e i t v ai n d e 1 y s o s o m a 1 e m e m b r a n e n w a s d e 
K e n d ali’ s r a n g - c o r r e 1 a t. i e c o e f f i c i e n t. t u s s e n t w e e 
reeksen van 55 waarnemingen gelijk aan 0.95 (PCO.OOl). 
Voor de NTR--test was deze coefficient voor twee reeksen 
van 75 waarnemingen 0.98 <P<0.0013»
V o o r d i e c o u p e s w a a r q e e n o v e r e e n s t e rn m i n g b e s t on d 
verschilde de score steeds maar 1 eenheid. In die 
gevallen werd een diskussi e gewijd aan de betreffende 
c o u p e « W a n n e e r g e e n o v e r e e n s t e m m i n g I ; o n b e r e i k t w o r d e n 
w e r d d e k 1 e u r i n q o v e r g e d a a n , e n d e
b e o o r d e 1 i n g s p r o c e d u i" e h e r h a a 1 d ■ "

Es e z e p r o c e d u r e w e r d o n v e r a n cl e r d g e h a n d h a a f d »

Voor de Ti mm sulfide methode werd een beoordelings~ 
schaal in drie categorieën opgesteld. De eerste categorie 
(licht p o s i t i e f , -i- ) zi j n c o u p e s w a a r i n e n k e 1 d e ce 1 1 e n u i t
de verter i ng stub u.l i licht grijs gekleurde granules
bevatten, die individueel zichtbaar zijn omdat de densiteit 
laag is» In de tweede categorie (positief, ++), waarin 
veruit de meest e van on z e pr oef d i eren v allen, zijn d e 
cellen van de verteringstubuli en de gonaden (indien 
aanwezig) z w ar t g e kleurd, omd at een h og e d ensi teit a a n 
e1k aar over1 ap p e n d e g r an u1 es aan wez i g i s » I n de 1 aat st e 
categorie tenslotte (zwaar positief, +++) zijn de 
v erteringst u b u 1 i e n cl e g o n a cl e n v o 11 e d i g z w a r t, z o n ci e r d a t 
n o g gran u 1 e s f: u n n e n o n d e r s c h e i. cl e n w o r d e n » H e t w a s ni e t



m o q e 1 i j k m e e r d a n d r i e c a t. e g o r i e ë n t e o n d e r s c h e i d e? n, o m d a t 
de variabiliteit van de reaktie bij eenzelfde indi vin een 
o v e r 1 a p p i n g t u s s e n c a t e q o r i e e n v e r o o r z a a k t e.

Voor de 1 ipofuscine — bepaling werd gepoogd om 
eveneens een intensiteitsschaal op te stellen. De 
observatie dat alle mosselen uit de Belgische kustzone een 
zeer sterke reaktie vertoonde (dit in tegenstelling tot 
mosselen uit off-shore stations ; zie resultaten) deed ons 
hiervan verder afzien.

2.2. Monst er n amep r oq r amma.

Tabel 1 geeft een overzicht, van de plaatsen en data 
van monstername. Alle monsters werden genomen bij eb, op 
de diepste delen van de golfbrekers (behalve in Breskens, 
waar een mossel populatie op een oud wrak werd bemonsterd). 
G e w o o n 1 i j k w e r d g e rn o n s t. e r d o p of r o n d d e da t u m v a n s p r i n g - 
t i j i n de betreffen d e per i ode, z od at p opu1 a t i es kan d en 
g e v o n den w orden die r e 1 a t. i e f k o r t a a n de a t. m o s f e e; r b 1 o o t - 
gesteld zijn per getijdecyclus.

¡ Lokatie Data !

! Koksijde 20/10/86 13/04/87 15/05/87 1
i Ni eu.wpoor t 07/07/86 26/08/86 06/10/86 20/10/86 02/12/86 !

30/01/87 13/04/87 15/05/87 1
! Middel kerke 20/10/86 13/04/87 15/05/87 !!
! Oostende 07/07/86

30/01/87
26/08/36 06/10/86 02/12/86 111

1 Wendui ne 20/10/86 13/04/87 15/05/87 11
! Knokke 20/10/86 13/04/87 15/05/87 1!
1 Breskens 20/10/86 13/04/87 15/05/87 1!

Tabel 1. Overzicht van de monstername van mosselpopulati es 
langs de Be1 g i schb k ust.

Van iedere plaats werden op ieder datum 15 mosselen 
g e d i s s e k t e e r d , w a a r n a. d e h e p a t a p a n c r e a s w e r d i n g e v r o r e n i n 
aromatenvrije hexaan, gekoeld in vloeibare stikstof. lo 
rn o s s e 1 e n w e r d e n g e a n a 1 y s e e r d, 5 d i e n d e n a 1 s r e s e r v e, E r 
werd gepoogd om zoveel mogelijk mosselen van dezelfde 
grootte te gebruiken in de analyses. Dit. was soms 
onmogelijk omdat enkel kleine dieren voorkwamen.



3. RESULTATEN.

3.1. Lysosomal e stabiliteit.

De resultaten van de analyses van de lysosomal e
stabiliteit worden weergegeven in Tabel 2, en eveneens 
voorgestel d in Fig. 1 (Nieuwpoort) en Fig. 2 (Oostende)
ais funktie van de tijd. In Fig. 3 worden de resultaten 
van de u.itgebreide monsterkampagnes in zes stations langs 
de kust weergegeven.

Bij deze waarden dient op gemerkt te worden dat. de 
"stan d a a r d d e v i a t. i e " s 1 e c h t s a 1 s i n d i k a t i e v o o r d e s p r e i d i n g 
binnen het monster wordt opgegeven. Vermits de lysosomal e
stabiliteit niet op een k on t i n ue schaal g eme t en wor d t,
moeten deze waarden ais benaderingen beschouwd worden.

Voor de vijf kampagnes waar gelijktijdig in Nieuwpoort 
en Oostende gemonsterd werd, is een vergelijking gemaakt 
tussen beide stations. Ondanks de grote variabiliteit in de 
tijd, blijkt de algemene toestand van de mosselen in 
Nieuwpoort beter te zijn dan in Oostende.

3.2 . A k tiviteit v a n het. N A D F' H - n e o t e t. r a z o 1 i u m re d u c t a s e.

D e r e s u 11 a t e n v a n d e z e b e p a 1 i n g e n w o r d e n w e e r g e g e v e n 
in Tabel 3, en voorgestel d in Fig. 4 (Nieuwpoort) en Fig. 
5 (Oostende) als funktie van de tijd. In Fig. 6 worden de 
resultaten van de uitgebreide monsterkampagnes in zes 
s t a t i o n s la n g s d e k u s t w e e r g e g e v e; n ,

Dezelfde opmerking ais bij de lysosomale stabiliteit 
omtrent de “standaarddeviatie" moet ook hier gemaakt worden.

Voor de vijf kampagnes waar gelijktijdig in Nieuwpoort 
e n 0 ost e n de gernonster d wer d , i s geen ver schi 1 gevon den 
tussen beide st at ion s .

3.3. ahi kata - test.
De gemiddelde score van de Shikata — test voor de 
verschillende stations en monsternamedata wordt gegeven in 
Tabel 4. Gezien de resultaten van deze test op een schaal 
met slechts 3 scores gemeten wordt, hebben wij geen maat 
v o o r d e s p r e i d i n g g e g e v e n »

3.4. T i m m s u. 1 f i d e be p a 1 i n g e n .

Veruit de meeste dieren werden in de categorie 
positief (++) geklasseerd. De resultaten van de Ti mm
sulfide bepalingen zijn vooral qualitatief belangrijk. In 
het interimrapport (Herman et al», 1986) bespraken we reeds 
het algemeen beeld van de kleuring met de Ti mm sulfide
methode. We stelden dat vooral de cellen van de digestieve
t u. b u 1 i in de h e p a t o p a n c rea s s t e r k g e k 1 e u r d w o r d e n , w a t
aantoont dat hier een sterkere concentratie van zware
m e t a 1 e n v o o r k o m t., v o o rai i n v e r g e 1 i j k i n g m e t h e t
bindweefsel. Verdere observaties leerden dat ook de 
kieuwen en de g on ad en vaak zeer sterk gekleurd worden met. 
deze methode» Dit is mogelijk een belangrijke waarneming,



Lo kat i e ! Datum ! n ! v, ! s

! Oostende ! 07—07—86 ! 11 ! 12.3 ! 2.6 !I 1! ! 26-08-86 ! 11 5.4 ! 5.3 :
! : 06-10-86 ! 10 i 2.0 ! 0.0 1i } > i 02-12-86 ! 10 - : 2. o ! 0.0 :t i i t 30-01-87 ! 10 ! 14.0 : 3.2 !

! Nieuwpoort ! 07-07-86 ! 10 1 -J '“i '“i t i ad. tt jL ! 5.4 !1 I i i 26-08-86 ! 10 ! 19.5 i itr cr a 1 -_J n \J !
! ! 06-10-86 ! 10 ! 2.3 ! 1.0 !j aJ i 20-10-86 ! 10 ! 2. 0 ! 0 „ 0 !! i! 1 02-12-86 ! 10 19.0 ! 4.6 :
! : 30-01-87 ! 10 2. 0 ! 0 .0 !
! ! 13-04-87 ! 10 ! 2. 0 ! 0 .0 !
! S 15-05-87 ! 10 I 3.6 ! 2.4 !

1 Koksijde ! 20-10-86 ! 10 1I 1 - !
! 1 13-04-87 ! 10 ! 7.0 ! 3.9 !
i Middel kerke ! 20-10-87 ! 10 3. 9 ! 4.1 !
: ta i 13-04-87 ! 10 ! 6.8 ! 8 . 0 !i i 
< i 15-05-87 ! 10 4. 4 ! 1 . 3 !
! Wenduine ! 20-10-87 ! 10 ! 4.4 i 4.4 1

! 13-04-87 ! 10 ! 6.2 ! 3.5 !
! Knokke ¡ 20-10-87 ! 10 ! 11.7 ! 4.8 !
! < ! i 13-04-87 ! 10 i -"“i rtr a .iL a •_.*

! i 'V 1 
i .1 » »

¡ Breskens 1 20-10—86 ! 10 ! 18.5 ! 3 . 4 :i J
3 I

tr s;:: tt: t:r tt: :tr tt: tt: tt: tt: tt: tt: tt: tt: tt: tt:

13-04-87 ! 10 7.1
t tt: tt: t:t tt: m  tt: tt: tt: tt:tt: tt:

! 3.9 !
r- :tt tt: :::t t:r tt; tt: tr. :tt tt: tr. :tt tt:

Tabel 2- Gemiddelde <>:), standaarddeviatie (s) en aantal
w a a r n e m i n g e n v a n d sa 1 y s o s o m a. 1 e d e s t. a b i 1 i s e r i n g s 
tijd (min) in de onderzochte populaties. Waarne 
mingen gebeurden op 2, 5, 10p 15, 20 en 25 min.
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Fig. 1. B e p a l i n g  van de ly s o s o m a l e  s t a b i l i t e i t  in h e t  S t a t i o n  N i e u w p o o r t .  
D e z e  p a r a m e t e r  w o r d t  u i t g e d r u k t  in he t aantal m i n u t e n  n o d i g  v o o r  
e e n  d e s t a b i l i s e r i n g  van de l y s o s o m a l e  m e m b r a n e n .
G e m i d d e l d e n  +/- s t a n d a a r d d e v i a t i e  z i jn u i t g e z e t .
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OOSTENDE - LYS.STAB.
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Fig. 2. B e p a l i n g e n  van de l y s o s o m a l e  s t a b i l i t e i t  in he t s t a t i o n  O o s t e n d e .  
D e ze p a r a m e t e r  w o r d t  u i t g e d r u k t  in het aantal m i n u t e n  n o d i g  voor­
ee n d e s t a b i l i s e r i n g  van de l y s o s o m a l e  m e m b r a n e n .
G e m i d d e l d e n  +/- s t a n d a a r d d e v i a t i e  zi jn ui tg e z e t .

- 1 3 -



LYS. STAB

20 ..

15 ..

10 ..

5 ..

N B

Fig. 3. B e p a l i n g e n  van de l y s o s o m a l e  s t a b i l i t e i t  in de zes s t a t i o n s  langs 
de B e l g i s c h e  kust. In v o l l e  lijn: 20 -1 0 - 8 6 ,  in s t r e e p j e s l i j n  : 
13-04-87. G e m i d d e l d e n  +/- s t a n d a a r d e v i a t i e  zijn u i t g e z e t .
Deze p a r a m e t e r  w o r d t  u i t g e d r u k t  in het aantal m i n u t e n  n o d i g  v o o r  
een d e s t a b i l i s e r i n g  van de l y s o s o m a l e  m e m b r a n e n .



! L. o k câ t i 0 ! Datum 1 n 1 . .1 S\

il — 
1 

i! 
i 

Il 
I 

il 
i 

Il 
1 

Il 
!ƒ! 1 

ii 
I 

Il 
1 

n 
i: 

il 
i: 

il — 
i 

n 
i

! 0 o s i" e n d 0 1 07-07-86 ! 1 1 : 1.4 ! 0.7 !1 ! I 1 26—08—86 ! 11 ! 1.9 i 0.9 !I i I > 06—10—86 î 10 ! 1.9 » f") T •! U N S t1 ! 1 ! 02-12-86 ! 10 i f~> -yI n •_:« 1 0.5 !
i i 1 1 30-01-87 ! 10 ! 1.8 ! 0.8 !

! Nieuwpoort î 07-07—86 ! 10 : o.? 1 0.8 !i i ■ < 26-08-86 ! 10 i “7 I R / ! 0.9 !i i i i 06-10-86 ! 10 ! 1.5 ! 0.5 !i < i i 20-10-86 : 10 ! 3.0 ! 0.8 !I 1 1 i 02—12—86 1 10 ! 1.6 ! 0.7 !1 > ! i 30-01-87 ! 10 ! 1.4 ! 1.0 !i 1I 1 13-04-87 ! 10 ! 0.8 ! 0.4 !1 I i 1 15-05-87 ! 10 ! 3.4 ! 0.9 !

! Koksijde ¡ 20-10-86 i 10 ! 0.8 ! 0. 6 !I !! ! 13-04-87 ! 10 ! 0.2 ! 0.4 !

! M i d (j e 1 k e r k e ! 20-10-87 I 10 ! 1.7 ! 0.7 !! I i > 13-04-87 ! 10 1 1.6 ! 0. 8 1i «> i 15-05-87 ! 10 ! 2.1 ! 0.6 !

! Wendtii ne ! 20-10-87 : 10 1 -7 i -tl- a / I 1 T I 1 I H •_.* 1i >! 1 13-04-87 1 10 ! 1.3 ! 0.5 !
il!0c

i 
— 20-10-87 ! 10 ! 1.3 ! 1.0 !

I i : i 13-04-87 ! 10 ! 1.8 ! 0.6 1

! Breskens ! 20—10—86 ! 10 ! 1.5 ! 0.6
! ! 13-04-87 ! 10 i 1.6 ! 0.9

Tats el 3« Aktiviteit; van bet NADPH — Néotétrazolium reduc­
tase. Gemí ddel de m van de scores op een schaal van 
O tot 5, aan t a 1 waar n emi n g en n e n st an d aar dd ev i at i e
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Fig. 4. B e p a l i n g e n  van de NT R - a k t i v i t e i t  in het s t a t i o n  N i e u w p o o r t .
V o o r  i e d e r  i n d i v i d u  w o r d t  de a k t i v i t e i t  g e n o t e e r d  op een r e l a t i e v e  
schaal van 0 tot 5.G e m i d d e l d e n  +/ - s t a n d a a r d d e v i a t i e  zijn ui t g e z e t .
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Fig. 5. B e p a l i n g e n  van de N T R - a k t i v i t e i t  in he t s t a t i o n  O o s t e n d e .
V o or ie d e r  i n d i v i d u  w o r d t  de a k t i v i t e i t  g e n o t e e r d  op ee n r e l a t i e v e  
schaal van 0 t o t  5.
G e m i d d e l d e n  +/- s t a n d a a r d d e v i a t i e  zijn u i t g e z e t .
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NTR

Fig. 6. B e p a l i n g e n  van de N T R  - a k t i v i t e i t  in de zes s t a t i o n s  la ng s de B e l g i s c h e  
kust. Volle lijn : 2 0 - 1 0 - 8 6  ; s t r e e p j e l i j n  : 13-04-87.
G e m i d d e l d e n  +/- s t a n d a a r d d e v i a t i e .
V o o r  ieder i n di vid u w o r d t  de a k t i v i t e i t  g e n o t e e r d  op ee n r e l a t i e v e  schaal 
van 0 tot 5.



tr. ™  tt: te: tt: rtc rtc tt: —  __ c::. — . tt: tt: tt: tr.

î Lokatie !
—  “  r~ —  ttt tr. —  rc “  tt: tr.

Datum !
tt: tt: tt: rrt trt tt: tt:

n ! k  !¡i¡iH1!hil¡i¡i¡i¡i1!ililil11H = = = =  =  =  =  =:=:::= = iiH11IIil¡iil trtt:tt:tt:tt:tt:tt:tt:tt:tr.tt:tt:tt:

! Oostende ! 07-07-86 ! 1 1 ! -1,0 !
t i ! ! 26-08-86 ! 1 1 -0. 3 !

: 06-10-86 ! 10 ! 0 . 2 !
! ! 02-12-86 ! 10 ! 1.0 !
! ! 30-01-87 : 10 ! 1.0 !
i Nieuwpoort ! 07-07—86 ! 10 ! 0.8 !
! i 26-08-86 ! 10 1 -0.2 !
i : 06-10-86 ! 10 ! 0.2 !
! : 20-10-86 ! 10 ! 1.0 !
i ! 02-12-86 ! 10 ! 1 .0 !
1 i 1 1 30-01-87 ! 1 0 1 1.0 :
t 1 
1 ! .13-04-87 ! 10 ! -0.2 !
! ! 15-05-87 ! 10 ¡ 0.0 !

S Koksijde ! 20-10-86 ! 10 ! 1.0 !
I I! 1 13-04-87 ! 10 ! 0.0 !

! Middel kerke ! 20-10-87 ! 10 ! 1.0 !
i i 
i i 13-04-87 ! 10 ! 0.1 !
! ! 15-05-87 ! 10 - 1 . 0 !

S Wenduine ! 20-10-87 ! 10 ! 0.4 1
I i
! 1 13-04-87 ! 10 1 0.0 !

{ Knok. k e ! 20-10-87 ! 10 -0.7 1
1 i 1 » 13-04-87 ! 10 ! 0.0 !

! Breskens i 20-10-86 ! 10 ! 0 „ 0 !
!

tt: trt tt: r- t:t tt: tt: :tt tt: tr tt: tt: tt: tt: tt: tt:

13-04-87 ! 10 ii il Il 
— ii il il ¡1 H 
O ii u
i

II ii ii —

Tabel 4. Gemiddelde score (;■:) van n proefdieren in de? Shikata 
test voor met-al loproteïnen. Een scoresysteem met drie 
categorieën (positief — +1? licht positief = o, necia— 
t. i e f - -1 ) w e r d g e b r u i k t « E e n s p r e i d i n g s m a. a t w e r d n i e t 
ber e k e n d m e t e e n d e r g e 1 i.. j k e b e p e r k t e c 1 a s s i f i e a tie.



vermits een trend tot sei toenal e schommeling waargenomen 
wordt in de doseringen van zware metalen (Dopagne et al., 
1987)', met een minimum belasting in de late lente en vroege 
zomer» Het is mogelijk (maar niet bewezen) dat de mosselen 
een deel van hun belasting aan zware metalen tijdens de 
spawning evacueren. Deze mogelijkheid verdient zeker
verder (experimenteel) onderzoek.

3.5. Lipofuscine.

De lipo-fuscine - bepaling was voor onze monsters niet 
zeer informatief. Bij alle dieren werd een sterke 
b1auw-zwarte reakti e aangetroff en. Bepali ngen, door ons 
uitgevoerd op monsters van mosselen die in de Noordzee
w ai r e n u i t g e h a n g e n ( o n s b e s c h i k b a a r g e s t e 1 d d o o r T N 0 Del -f t ) 
toonden aan dat dit geen artefact van de methode was. De 
mosselen uit de zuiverder gebieden in de Noordzee
vertoonden een hogere lysosomal e stabiliteit, een lagere 
NTR — aktiviteit en een zwakkere kleuring met Ti mm — 
sulfide dan de mosselen uit onze monsters. Analoog daarmee 
was ook de lipofuscine - kleuring veel lichter dan bij de 
mosselen uit de Belgische kustzone. Dit toont aan dat de 
lipofuscine - bepaling nuttig is voor een andere range van 
stress, en slechts discriminatie kan geven wanneer de 
rn o s seien in rel a. tief q u n s t i g e? o m s t a n d i g h e d e n h e b b e n 
g e g r o e i d » Ais g e v o1 g v an d ez e obser vaties hebb en w ij geen 
verdere pogingen gedaan in onze monsters een onderscheid te 
maken tussen zeer zwart en zeer zeer zwart.. De belangrijk­
ste conclusie uit deze bepalingen is dat de mosselen van de 
Belgische kustzone allemaal in sub—optimale tot slechte
toestand verkeren, althans vergeleken met deze uit 
o f f — s h o r e stat i ons» De 1 i pof usc i n e — b ep a1 i n g ka n ec hter 
een nuttig instrument vormen voor de analyse van de 
off— s h o r e e x péri m e n t. e n g e p 1 a n d v o o r d e n a b i j e t o e k o m s t »

5. 6 . Reproduktieve toestand„
Het volgen van de reproduktieve toestand leverde 

v o 1 q e n d b e e 1 d. I n j u 1 i 1986 w a r e n d e m e e s t e? ¡m o s s e 1 e n r e e d s 
in een "spent" stadium, waar vaak nog wel foli i kei s te 
vinden waren» Ent was sterker uitgesproken voor wijfjes 
dan voor mannetjes» Er zijn meer mannetjes met een in de 
t i j d gesp r e i d e reprodukti e d an wijfjes. De foliike1 s waren 
t e q e n e i n d o k t o b e r v o 11 e d :i. g g e r e s o r b e e r d ■ E r w a r e n g e e n 
a a n w i j z i n gen voor een tweede r ep roduk ti ep er i ode in de 
herfst» In de winter observeren wij een geleidelijke 
toename van het volume van de foliikels. Tot en met 15 mei 
1987 werd geen spawning waargenomen, maar de foli i kei s zijn 
groot en rijp op dat ogenblik. De periode 
voor de mosselen langs de Belgixhe kust ligt 
eind mei — begin juni.

v a n s p a w n i n g 
w aa rsc h i j niij k

-î$>-



4. DISCUSSIE.

4.1. S e i z oen a i e en p1 aat sgeb on d en in v1oeden op d e meti nqen
van stress.

U it de r e s u 11 aten b 1 i j k t v o o r a 1 d a t de o o r s p r o n k e 1 i. j k e 
h y p d  t h e s e, me t n a m e e e n p o 11 u t i e g. r a d i ë n t v an de We s t e r 
schelde naar de westkust tee, niet door de -feiten bevestigd 
w or dt.. In de t w e e r u i m t e 1 i j k e g r a ci i ë n t en die v o 11 e d i g u i t - 
g e w e r k t werde n i s q e e n e n k e le i n cl i c a t i e te v i n d e n v o o r e e n 
dergelijk mechanisme. Onze resultaten komen daarin overeen 
met deze van Dopagne et al. <1987). Daaruit blijkt eveneens 
duidelijk dat naast de Westerschel de, ook het kanaal een 
bed u i d e n d e b r o n v a n p o 11 u tie i s v o o r cl e B e 1 g i s c. h e 
k u s t w a t e r e n . H e t b e e I d d a t v e r k r e g e n w o r d t u i t d e T i t a n i u m 
b e 1 a s ting i s m i s s c. h i e n r e p r e s e n t a t i e -f v o a r a n d ere 
poll nanti as hieruit blijkt duidelijk het bestaan van een 
bron in Frankrijk, en een bron in de Westerschelde.

Uit o n e  gegevens komt vooral naar voren dat lokale en 
t e m p o r e e 1 b e p e r k t e f a 1: t o r e n e e n g r o t e r o 1 s p e 1 e n i n cl e 
stre s s die d e m o s s e 1 e n o n d e r v i n d e n . Of d e z e f- a k t. o r e n 
noodzakelijk pollutie vertegenwoordigen is moeilijk te
bewijzen. Seizoenale faktoren spelen eveneens een rol, en 
met name de zomer en de winter schijnen gunstiger te zijn 
v o o r d e m o s sele n d a n d e h e r f s t e n de lente. Toc h w c.' r d e n d e z e 
t r e n d s g e m a k k e 1 i j k d o o r b r o k e n d o a r 1 o k a a 1 b e p e r k t. e f a k t a r e n . 
Z o v inde n w i j i n t w e e w i n t e r rn o n s t. e r s :i. n N :i. e u w p o o r t d e 
h o o g s t e e n d e 1 a a g s te 1 y s o s m a 1 e s t a b i 1 i t e i t e; n c! i e i n d i t 
s t. a t i a n z i j n w a a r g e n o m e n „ H et i s d u s m o e :i. 1 i j k h i e r u i t e e n 
a 1 g e m e e n b e e 1 d t e d i s t i 3.1 e r e n .

Dopagne et al. (1987) wezen er op dat de belasting met
zware metalen op vrij korte tijd kan wijzigen in eenzelfde 
s t a t i o n. D i t t o o n t a a n d a t m o s s e 3. e n z i c h s n e 1 k u n n e n 
herstellen van een bepaal else (in de tijd beperkte) 
p o 11 u t i e s t r e s s. 0 n z e r e s u 11 a t e n z i j n h i e r m e e v o 11 e d i g i n
o ver e e n s t e m m i n g .

Het feit ciat we natuurlijke populaties van vrij
o n s t a b i e 1 e m i 1 i e u ’ s ( v a a r w a t b e t r e f t ci e f y s i s c h e 
o m s t -a n d i g h e d e n ) h e b b e r i b e m o n s t. e r d , k a n h i e r i n z e k e r e e n r o 1 
spelen. Toch zijn er belangrijke argumenten om natuurlijke 
p o p u. I a tie s t e b 3. i j v e n b e s t u d e r e n . H e t. b e 1 a n g v a n p o 11 u t i e 
m o e t n o o d z a keli j k a f g e w o g e n w o r d e n a a n d e e f f e k t e n ci i e z e 
heeft op precies de populaties die van nature voorkomen.

Het algemeen niveau van de pol1utiestress in de
mossel en van de Belgische kustzone ligt hoger dan de 
normale achtergrond. De NTR score ligt rond 1 -- 2, terwijl 
o n g e p o 11 u. e e r d e a cc h t e r g r o n d m a x i m a a 1 1 h e e f t. F' i e k e n k o rn e n
voor, die echter ook beperkt zijn in ruimte en tijd. De 
lysosomal e stabiliteit ligt algemeen laag, zoals overigens 
ook de SFG. Met aai 1 beí 1 ast i neg kan duidelijk aangetoond
worden.

E) e bel a n g r i j k s t e c o n c 1 u s .i e s v a n o n s o n d e r z cd e k , voor
wat betreft de toestand van de mosselen langs de Beleg i sehe
kust zijn dan ook :



- dat lokaal en temporeel beperkte -faktoren een
sterkere invloed uitoefenen op de toestand van de mosselen 
d a. n s e i z o e n a le s c h o m m e 1 i n g e n ;

- dat seizoenale effekten slechts aanwijsbaar zijn in 
d e ae h t er g r on d ;

- dat geen aanwijzingen kunnen gevonden worden voor 
het bestaan van een pol 1 utiegradiënt van de Westerschel de 
naar de westkust toe, en dat met name vanuit het Kanaal of 
vanuit de kustzone zelf een belangrijke aanvoer van
polluanti e moet veronderstel d worden

- tenslotte dat, in vergelijking met mosselen uit
of f--shore stations in de Noordzee, de mosselen van de 
Belgische kustzone in een zeer slechte konditie verkeren. 
Dat pollutie hierin meespeelt is zeer waarschijnlijk

4.2. Relaties tussen de histochemisch bepaalde parameters.

Men kan veronderstellen dat de lysosomal e stabiliteit, 
ais algemene indicator v a n stress op de organ ismen, in 
beperkte mate bepaald wordt door de reaktie van het
0 r g a n i s m e o p o r g a n :i s c h e x e n o b i o n t. e n . D e z e r e a k t i e w o r d t 
gemeten in de aktiviteitsbepaling van NTR. Men verwacht 
dan een verband, waarbij een hoge lysosomal e stabiliteit 
niet compatibel is met een sterke aktiviteit van NTR, maar 
het omgekeerde niet noodzakelijk waar is: het organisme kan
1 i j d e n o n d er e e n a n d e r e s t r e s s f a k t. or, z o n d e r e e; n v e r h o o g d e 
N T R -■ a k t i v i t e i t t e v e r t o n e n. D e z e h y p o t. h e s e w o r d t b e v e s t i g d 
door een analyse vari de beschikbare gegevens. Er bestaat 
een statistisch signifikante associatie tussen beide 
variabelen. Tabel 5 toont het aantal .individuen dat in 
verschillende categorieën van beide variabelen voorkomt 
( o m w ill e v a n d e s t ¿a. t. i s t i sc h e a n a 1 y s e z i j n b e p a a 3. d e 
categorieën samen g en omen, van d aar h et 1 ager e a an ta1 
vrijheidsgraden dan men uit tabel 5 zou afleiden — deze 
opmerking geldt ook voor tabellen 6 t/m 10). Het beeld dat 
uit Tabel 5 naar voren komt, stemt overeen met de gestelde 
h y p o t h e s e : v ele d i e r e n h e b b e n e e n 1 a g e 1 y s o s o m a 1 e 
s t a b i 1 i t e i t e n e e n 1 a g e N T R a k t i v i t e i t, m a a r s 1 e c h t s 
weinige komen voor in de rechter bovenhoek van de tabel 
< h o g e 1 y s o s o rn a le s t a b iii t e i t o n d a n k s e e n h o g e r--3 T R 
aktiviteit). Dit kan inderdaad geïnterpreteerd worden als 
een aanwijzing dat pollutie door organische polluantia, en 
met name door koolwaterstoffen, een stress kan veroorzaken
0 p d e o r g a n i s m e n . Een ait e r n a tie v e v e r k .1 a r i n g i s d a t d e 
c on cen t r at i e van alle b e1 an g r i jk e po11uan t i a on der1 i n g 
g e c or r e 1 e e r d is; een v e r h o o g d e NTR — a k t i v itei t. z ou dan 
onverander1 ijk samengaan met een reaktie op de verhoogde 
c o n c e n t r a t i e s v a n a n d e r e p o 11 u a n t i a. D e z e v e r k 1 a r i n g 1 i j k t 
on s n oc h ta n s vr i j on waarsc hi j n1 i j k, g ez i en d e di ve r siteit 
v a n d e p o 11 u. t i e b r o n n e n a a. n de B e 1 g i s c h e k u s t.

H e t o p s p 1 i t sen v a n d e b e s t u d e e r" d e r e 1 a t i e naar s e i z o e n
1 e v e r t e v e n e e n s interes s a n t e r e s u 11 aten. E» e 1 y s o s o m a 1 e 
s t a b i 1 i t e it is r e 1 a tief h e t h o o g s t i n w i n t e r e n z o m e i- , e n 
1 a g e r i n h e r f s t. e n 1 e n t e. I n d e s e i z o e n e n w a a r d e d i e r e n 
r e 1 a t i e f m :i. n d e r s t r e s s h e b b e n , i s d e r e 1 a t i e t u s s e n 
3. y s o s o m a 3. e s t a b i 1 i t e i t e n N T R a k t i v i t e 3. t n i et s t a t i s t i s c h

-II'



NTR

Tabel

score Ly su sn i
XL i

orna 1 ecr i -_J i
stabi 1 i tei t 
10 ! 15 I

(min) I 
20 ! 25 1

5 i 0 1 0 1 0 0 ! 0
4 6 ! '“i iaL ! 0 ! 3 ! 0 ! 0  !

3 21 ! r-, i 
sL i 4 î 3 ! 2 ! 0 !

40 12 i 4 ! 15 : 1 ! 3 !

i ó jC. ! 14 ! 15 ! 15 ! 11 ! 4 !

0 T 1 4 ! 1 1 0 !

ii il ¡i ¡1 il il ! ! --- rr~r "'r r "  -~r n r  ™  ~  ~ ~ ii j{ jj j] i i j! jt i j¡ j! ii il II ii H il ¡1 |i Ii ii ii ii Ii

5. Frequentietabel van de variabelen lysosomal e stabi­
liteit en NTR - score» Ieder element van de matrix 
qeeft aan hoeveel individuen (in de totale studie) 
de overeenkomstige scores hadden voor de twee ken — 
mer ken,
Een 6/q test (Sokal & Rohlf, 1981) toont aan dat er 
een significante associatie bestaat tussen de twee 
kenmerken» (b/q — 22.33, df - 9, P < 0.01)
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! NTRI1
scur 0 î ! L. y be o« 1 •'“i 1 ii i

so m al 
5

e s t a b 
1 10

i 1 i t e i t 
! 13 1

( m i n > 
20 !

1!
25 !

1 — —-—11 3 i i 0 ! A : o 1 0 ! 0 ! 0 !i
111 4 ! ! 0 ! i i 1 ! 0 I ry 1 i x~ i• 0

I
0 !i)i11

3 i i
î ! 0 !i i. _ 0 ! o ! 0 i •rn i 1

0 ! 1
ii •~> i i• * •i« '-j i 0 i 'n1 jL. 1 T 1 ! •_« 1 o : 3 !
i!1 1 ii n i ii i

1 1
41 ! 4 : e : 0 1 I

I1
I 0

i i 
! 1 0 0 1 ¿“i i -C~ i •—» i 1 aE ! i o :

Tabel 6. Ais tabel 5, maar enkel voor de waarnemingen in
de ZOMER. Hier bestaat geen significante associatie 
G/q = 6.19, df = 4, P>0.1

NTR score !1 Lysosomal e stabi 1 i tei t (min >

i! ii ii
_ 

j)
!
1 ! 2 ! 5 ! 10 ! 15 ! 20 ! ■f- i nr* i 

.¿ .•„ i i

5 ! 
......... .............. ........ ..... ..... .................1

î 1 ! 0 0 ! 0 ! 0 ! 0 !

4 :: 4 ! o ;
i ....... 1 ! 1 ! 0  1 0 !

ó 1

i i
CO 

1 1 1
— 

I 1 1
O 

I j I

0 ! 0 ! 0 1 0  !

' “’I 1
xL i : i s : 2 ¡ 2 ! 4 i 1 ! 0 !

1 ! ______ 1
! 13 1 2 ! 3 1 5 ! CO

i

1 !

0 ! 0 ! 0 : 0 ! 0 ! 0 ! 0 !

Tabel 7. Ais tabel 5, maar enkel voor de waarnemingen in 
d e HERFST. De a s s o c. i a. t i e is s i g n i f i c a n t ;
G/q = 11.72, df = 4, P<0,025.
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m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m : : :: m  m  m  m  m  m

NTR score !! Lysosomale s t a b i 1 i t e i t ( m i n ) ii
! I O ! jT ! 5 ! 10 ! 15 : 20 ! '—i ET 1or U i

r r r r r r r r r r r ] 1 m m  m  m m m m m m m m m m  m  m  m  m  m  m m  m  m m  m = =:=:== = m  m  m  m  m  }
er » -_J i ! 0 i 0 ! 0 I 0 ! 0 ! 0 ! 

1i
4 !

1
1
! 0 ! o : 0 ! 0 ! 0 0 ! 

__ »1
! 3 ! 0 ! 1 ! ~ !  i 0 ! 0 !

1
2 !

i

» •
! 8 
i

! 0 ! 1 ! 7 0 ! 0 i
__ «1

1 !
I

! 6 ! 0 ! 1 ! O « 3 1 yt

0 ! : i ! 0 ! 0 ! 0 ! 0 ! 0 I
m r m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m m  m  m  m  m  s:

Tabai 8» Ais tabai 5, maar enkel voor de waarnemingen
gedurende de WINTER. De associatie is niet signi­
ficant. G/q = 0.72, df = 2, P>0.5

NTR score !
!

m m m m m m m m m m m }
cr i 
.J t

! L yso soma1 e sLabiliteit 
! 2 ! 5 ! 10 ! 15 !
{ m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m  m

: i i o : o i o i

( m i n ) 
20 1 

m  m m  m  m

o ;

25 !
m  m  m  m  m

o
!

4 :
i

i 2 : i 1 0 ! 0 ! 0 ! 0
i

T  *
;

! 8 i *2 ! 0 ! o : 0  ! o

!

2 !

!

! 8 ! 1 1 ! 0  ! 1 ! 0 ! 0

1 1! 15 ! 10 ! 7 ! 1 ! 0 ! o

0 !! 1 ! 4 4 S 0 ! 0 ! o
r r r r r r r r r r r r r .  = = = r = r = r r r r r r r r r r r r = r r r r r r r r r r r r r r r r

Tabel 9» Ais tabel 5, maar enkel voor de waarnemingen in 
de LENTE. De associatie is significant:
G/q = 14.85, df = 6, P<0.025.
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Shi kata 
score

Lysosomalei cr i i »
stabiliteit 
10 ! 15 !

( mi n ) 
20 ! 25

+ 49 i rr ii •_» i 7 ! 17 ! 4 1 3

0 33 Í 21 ! 12 ¡10 ! 7 ! 0

- 21 ! 10 1 9 ! 8 ! 1 ! 0

T abei .10,Frequenti etabel van de vari abei en 1ysosomale stabi — 
liteit en Shikata - score, íeder element van de 
matrix geeft aan hoeveel individuen (in de totale 
studie) de overeenkomstige scores hadden voor de 
twee kenmerken.
Een G/q test (Sokal 8< Rohlf, 1931) toont aan dat er 
een significante associatie bestaat tussen de twee 
kenmerken, (G/q = 32,45, df = 8, F' < 0.01)
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Fi g . 7. Vergelijking tussen de index van de contaminatie van de mossel en 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 overee nkomt met 
1 standaarddeviatie.
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Fi g . 8. Ais fig. 7, maar voor het station Oostende.
Het eerste punt van de Shikata - score werd niet verbonden met de 
andere, omdat over deze bepaling twijfel bestaat ais gevolg van 
technische problemen.



s i g n i f i k a. n t.. In h e r f s t e n 1 en t. e d a a r e n tegen i s h e t. v e r band 
wel duidelijk. Dit wijst er eveneens op dat organische 
pollutie een bijkomende stress vormt (naast vele andere), 
waar voor de dieren het g evoe1 i g st z i j n a1 s h un al g emene 
kandi tie reeds zwak is.

Een vergel ijkbare analyse werd gemaakt voor de relatie 
tussen de resultaten van de Shikata -- test en de lysosomal e 
stabiliteit. Ei e resultaten van deze analyse worden 
voorgestel d in Tabel 10. Zoals voor de vorige relatie 
wor d t een si g n i t i can t e assoc i at i e g evon de n t ussen beide 
variabelen. Toch blijken er verschillen te bestaan in 
vergelijking met de situatie bij de NTR score. Voor de 
S h i k a t a v i n d e n w e g e e n i n c o m p a t i b i 1 i t e i t t u s s e n e e n 
p o s i t i e v e s c: ore en e e n h o g e 1 y soso m aie s t a b i 1 i t e i t. H e t. 
meest opvallende is het feit dat zeer veel dieren (en veel 
m eer d a n v e r w a c h t i n e e n r a n d o m rn o d e 1 ) z o w e 1 e e n p o s i t i e v e 
S h i k a t a - s c o r e ais e e n 1 y s o s o m a 1 e s t a ta i 1 i t. e i t v a n s lee h t s 2 
min hebben. bezien het feit dat de Shikata score naar 
boven toe te beperkt blijkt te zijn (zie verder) leiden we 
hieruit af dat tenminste een deel van de lage lysosomal e 
stabi 1 iteiten zou kunnen te wijten zijn aan de invloed van 
van zware metalen, en wel deze waar de concentratie het 
sterkst is (maar door de beperktheid van onze methode ais 
gelijkwaardig aan lagere, minder toxische concentrâti es 
w o r d t b e v o n d e n ) .

Zoals vermeld in de i n 1 e i d i n g, e n z o a 3. s o o k t) 1 i j I-:: t. u i t 
de voorafgaande analyse, waren de resultaten van de Shikata 
- t e s t. m o e i 1 i j k i n t e r p r e t. e e r b a a r . Z i j z i j n n i e t.
r e p r e s e n t a t i e f v o o r cl e a a n w e z i g h e i d v a n m e t a 11 o t. h ion e ï n e s, 
e ri he t w a s , u i t. d e v o o r a f g a a n d e s t. u d i e s, n i e t c! u i cl e 1 i j k w a t 
de waarde van deze bepalingen was. Een vergelijking tussen 
de resultaten van deze test en de doseringen van zware 
m e t a 1 e n ( D o p a gne et al., 1987) 1 e v e r cl e e c h t e r v e r r a s s e n d e 
r e s u 11 a t e n o p . V a o r d e s t a t. i o n s N i e u. w p o o r t e n 0 o s t. e n d e, 
w a a r w e o v e r v e r s c I" i i 11 e n d e w a a r n e m i n g e n o v e r h e t j ¿a a r 
gespreid beschikken, hebben we een index van de 
concentratie aan zware metalen in de mosselen berekend op 
ci e v o 1 g e n d e m a n i e r . V a n i e cl e r m e t. a a 1 w e r cl d e g e m i d cl e 1 d e 
c o n c e n t. r a t i e e n d e s t. a n d a a r d d e v i a t i e b e r e? k e n d . D e g e g e v e n s 
werden dan gestandaardiseerd door het gemiddelde af te 
trekken en te delen door de standaarddeviatie. E)e aldus 
e?, e s t. a n d a a r d i s e e r d e w a a r cl e n v o o r ci e v ers c h i 11 e n d e m e t a 1 e n 
w e r d e n g e s o m m e e r d e n o p n i e u w g e s t a n d a a r d i s e e r cl o p d e z e 1 f d e 
manier. De resultaten van de Shikata — testen werden 
e v e n e e n s q e s t a n d a a r d i s e e r d . H e t b 1 i j k t d a t i n ta e i d e 
stations de resultaten van de Shikata. test zeer goed 
c o r r e 1 e r e n m e t d e i n d e x v a n m e t a 1 e n c o n c e n t r s. t i e s ( F i g „ 7
e n 8 3. H e t e n e a f w i j k e n d b p u n t i n 0 o s t e n d e i s e e n ( o m 
tec h n i sc h e r ed en en) z e e r on z e k er e bep a1 i n g van de S h i k at a - 
reaktie. Dit was ais zodanig op het protokol van de 
o bser vati e aan ged uid.

D e b e r e k e n i n g v a n d e z e in cl e x is slechts zi n v o 1 a 1 s m e n 
e r van ui t g aat dat d e c  on cen tr aties van d e ver sch i 11 en d e 
metalen in een bepaald station onderling gecorreleerd zijn, 
e n d a t de c an c en t r at i e van i eder met aa1 af z on d e rlijk d u s 
e e n o n g e v e e r g e 1 i j k w a a r d i. g e i n cl r u k v e r s c. h a f t v a n d e t. o t a 1 e 
m e t a 1 e n b e 1 a s t i n g o p d a t o g e n ta 1 i k „ M e n k a n a a n n e m e n d a t 
binnen een station deze assumptie te verantwoorden is. Dat
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i s n i et h et geva1 wann eer men ver schill en de stat i on s 
o n d e r 1 i n g v e r g e 1 i j k t. E e n g e 1 i j k a a r d i g e a n a 1 y s e a 1 s w e i n 
de tijd deden voor de stations Nieuwpoort en Oostende, werd 
ook voor de kampagnes oktober en april uitgevoerd over de 
zes stations. Hier vonden wij totaal geen correlatie 
tussen de resultaten van de Shikata - test en de index van 
metaal bel asting. In het licht echter van de duidelijk 
verschillende pol 1utiebronnen die door Dopagne et al. 
(1987) wer d en aan getoond, i s h et d u i d e 1 i j k. d at d e 
o n d e r 3. i n g e v e r h o u d i n g e n v an de metal e n i n d e v erse h ill e n d e 
s t a t i o n s a n d e r s zi j n , z o d a t onze inde x n a u w e 3. i j k s w a a r d e 
h e e f t. H e t h o e -f t dan o o k niet te v e r w o n d e r e n d a t hier geen 
c o r r e 1 a tie ge v o n d e n w o r d t. „

Het blijkt uit deze analyse dat de Shikata -• test, in 
el k g e v al t e g e n onze e i g e n v e r w a c h t i n g in, e e n r e d e 3. i j k e 
relatieve maat geeft voor de belasting met zware metalen. De 
range van bruikbaarheid van de test is echter beperkt. De 
m a x i m ale s c o r e ( + 13. w o r d t b e r e i k t v o o r d a t d e m a x i m a 1 e 
metalenconcentrati e bereikt wordt.

Uit de multi dimensionele analyse van Dopagne et al. 
(1987) blijkt dat de Q;N rati e en de Scope For Growth, 
hoewel onderling min of meer gecorreleerd, weinig 
assoc i at i e h eb b en met de an der e d o o r d e z e aut eur s bepaa1 de 
v a r i a b e 1 e n . A n a 1 o o g 3: o n d e n w i j geen c o r r e 1 a t i e v i n d e n 
tussen Os N, SFG en de door ons bepaalde indices van stress. 
H e t is d u. i d e 1 i j k d a t 0 : N en SFG sterk bepaald w o r d e n d o o r 
d e eco1ogi sch e omstan d i gheden, z oa1 s temperst uur, b eschi k — 
baarheid van voedsel enz. Deze beïnvloeding is potentieel 
ook belangrijk voor de lysosomal e stabiliteit, maar gebeurt 
blijkbaar op een andere manier. Bovendien kunnen een groot, 
a a n t. a .1 f a k t o r e n w e 1 i n v 1 o e d u i t o e f e n e n o p d e 3. y s o s o m a 3. e 
st ab i I it eit, z on der t eg elijk d e met abo1 i sche a k t i v i t e it 
s t e r k t e b e p a 1 e n . W e m o e t e n h i e r u i t k o n k 1 u d e r e n d a t d e ta e i d e 
benaderingen van stress komplementair zijn, maar zeker niet 
h e t z e 1 f d e m e t e n .

Er moet hierbij opgemerkt worden dat de mosselen langs 
d e B e 3. g i s c h e k u s t i n e e n g e m i d d e 1 d z e e r s 1 e c h t e 3; o n d i t i e 
z i j n , F: e e d s h e r h a a 1 d e 1 i j k h e b b e n w i j e r o p g e w e z e n d a t e e n 
b e p a a I d e m a a t m a a r g e v o e 1 i g i s v o o r v e r a n d e r i n g e n i n s t r e s s 
b i n n e n e £5 n b e p a a 1 d e r a n g e v a n s t r e s s ( c f r , d e b e s p r e k i n g 
van de 3. i p of us ci ne test, en de bespreking van h et verband
Shikata -- test / doseringen van zware metalen). De range
v o o r d e 1 y s o s o m a 1 e s t a b i 1 i t e i t w o r d t h e r h a a 1 d e 1 i j k n a a r
onderen toe overschreden. Zeer vele mosselen fiad d en een
lysosomal e stabiliteit van 2 minuten, wat. het minimum is 
dat de test kan meten. Het. is onwaarschi jnl ijk dat al deze 
d i e r e n z i c h in een gel. i j k e t. c e s t a n d v a n s t r e s s b e v i n d e n . 
Wij vermoeden, uit het. groot aantal waarnemingen van 
negatieve SFG in Dopagne et al. (1987) dat de range voor 
de Sï F G eveneens naar onder toe werd overschreden. Het is 
moeilijk nog een onderscheid te maken tussen mosselen die 
zi ch i n s1 echt e , of z eer s1 echte t oe st and b ev i n den. E e n 
n e g a t. i e v e S F G e n e e n z e e r 3. a g e 1 y s o s o m a le s t. a ta iii t e i t z i j n 
bei d e aan wi j z i ngen van zwar e st r ess, zonder dat men dez e 
n oq kwan ti t at i e f kan ben ade r en.
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4 5 Een a i g e m e n e a p p r e c j. a. tie v a n d e w a a r d e van histo-
c h e m i s c h b e d a a i d g s t r e s s - i n d i c a t o r e n r

De h u. i d i g e stud i e h eef t de b ep er k i n gen en k wa 1 i t e i ten 
van de histochemisch bepaalde stress—indicatoren duidelijk 
aangeduid» Het bestaan van zeer zware stress kunnen we wel 
a. antonen (1 y s o s o m ale s t a b i 1 i t e i t 2 m i n ) , m a a r k u n n e n w e
niet. verder kwantificeren. Bij minder ernstige stress 
verschaft de lysosomal e stabiliteit een goede maat voor de 
algemene toestand van de dieren» Deze wordt niet, of niet 
r e c. h t stre e k s b e p a aid do o r de m e t a b o 1 i s c h e m o g e 1 i j k h e d e n 
(SFG, 0:N ratio). Het is waarschijnlijk dat pollutie een 
q r o te i n v1 oed op deze variabele ui t o ef en t » De sei z oen a1 e 
c y c. 1 u s w e r d i n d e k u s t s t a t i o n s g e m a s k e e r d d o o r
( v o o r namelijk 1 o k a 1 e ) -f e n o m ene n o p k o r t e t e r m i j n „
And erz i j d s is een hoge a k t i v i t e i t van h et NTR n i et
compatibel met een hoge lysosomale stabiliteit» Dit wijst 
erop dat organische pollutie de lysosomale stabiliteit 
beïnvloedt» Een dergelijke invloed werd ook experimenteel 
aangetoond (Bayne et al» 1985).

D e lip o f u s c i n e •- ta e p a 1 i n g , w a a r v an e p e r i m e n t e e 3. o o k 
het nut werd aangetoond voor de detectie van stress (Moore 
et al» 19853 was voor de mosselen van de Bel gische kust 
niet bruikbaar» De range van bruikbaarheid van deze test 
ligt hoger dan deze van de lysosomale stabiliteit. Voor
m o s s e 1 e n u. it off— s h o r e s t a t. i o n s in d e N o o r d z e e w  a s d e z e
be p ali n g w e 1 zi n v o1 »

Een hoge NTR -- aktiviteit is geassocieerd met een lage 
1 y s o s o m a le s t a b i 1 i t e i t » e n e e n a 1 g e m e e n g r o t e r e s t. r e s s v a n 
d e o rg an i s men. Dit e f f e k t i s st e r k er ui t g e s p r o k e n n a a r m at e 
d e d i e r e n a 1 g e m e e n i n e e n s 1 e c h t. er e k o n d i t i e z i j n . D i t
w i j s t. e r o p d a t d e N T R - a k t i v i t e i t, i n o v e r e e n s t e m m 3. n g m e t.
literatuurgegevens, een specifieke stress-maat is. De 
specificiteit voor organische polluant i a hebben we uit de 
v e 1 d g e g e v e n s n i e t k u n n e n o n d erz o e k en. Zij 1 i . j k t. n o c h t a n s 
vrij vast te staan, zowel op basis van experimentele 
gegeven s, a1 s van u it b ioc hemisch - f ysi o1ogi sche overwe gi n- 
gen.

Ese Shikata - test leverde tot onze eigen verrassing 
g o e d i n t e r p r e t e e r b a r e r e s u 11 a t. e n o p » M e t d e r e s t. r i c t i e d a t 
d e t e s t een b e p e r 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 h e t. d o o r
0 n s g e h a n t e e r d e s c o r e s y s t e e m, w a s e r e e n g o e d e c o r r e 1 a t i e 
m et d e g e m e t e n m e t a a 1 d o seri n g en» Deze r e s u 11 a t e n w i .„i z e n 
erop dat een beter scoresysteem voor de positief reagerende 
dieren zal moeten gevonden worden. Het zal waarschijnlijk 
n odi g zij n s t erk er vervu i 1 de mosse1 en t e best ud eren, om het 
scoresysteem naar boven toe te verbeteren» In elk geval 
hebben we nu sterke aanwijzingen dat het verder u.it voer en 
van deze test, zinvol is, Het is niet gemakkelijk om u.i.t 
<1 o s e r i n g e n v a n z w are metalen e e n zin v olie m a a t v o o r de 
poli ut i e d oor d ez e e 1 emen t. en te distilleren» El k met aa 1 
m o e t a f sonderi i . j k J g e w o g e n ’ w o r d e n n a ai-' z i j n b elan g r i j k h e i d
1 n d e f y s i o 1 o g i e v a n d e o r g a n i s m e n , e n d i t. s t e 11 z e k e r 
ernsti ge problemen. Het gebruik van de Shi kata — test ais 
een geïntegreerde maat wordt dan ook een aantrekkelijk
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al ternat i et.
H o e w e 1 d e T i m m s u. 1 -f i d e rn e t. h ode e e n v e e 1 d u. i d e 1 i j k s r 

beeld geeft van de aanwezigheid van metalen dan de 
Shikata-test, is de bruikbaarheid ervan als indicator van 
stress beperkt. Het blijkt namelijk zo te zijn dat altijd
een positieve reaktie verkregen wordt, en dat deze moeilijk 
te quantificeren is. Anderzijds levert de Ti mm sulfide 
k:le u ring interese a n t e q u a 1 i t a t i e v e r e s u 11 a t. e n , De
v e r s p r e i d i n g va n d e z w a r e m e t a1 en i n het lie h a am, en m e t 
n a rn e d e h o g e c o n c e n t r a t i e i n de g o n a den, is een p o t e n t i e e 1 
belanqr i j k gegeven.

De s u g g e s t i e d a t d e a a n w e z i g h e i d v a n k w i k i n h e t 
lichaam afzonderlijk kan bestudeerd worden, omdat het 
a a. n t o n e n v a n k w i k g e e n b e h a n d e 1 i n g m e t s u 1 f i d e b e h o e ft, i s 
d o o r o n s o o k on d er z och t. Dit 1 ever d e n oc h t an s g ee n 
b e vre d i g en d e r e su11 a t e n. De k1 eur i n g wa s on b e t e k en en d, e n 
bovendien is het niet mogelijk 'een test te doen voor
a c h ter g ron d k1 euring, z odat er een g r ot e an z e k erh e i d b1 i j f t
over de be te k en i s van de ver k r eg en kleuring.

4,4. A n n e x : h e t g e b r u. i k v a n a n d e r e t e s t o r g a n i s rn e n .

Tenslotte willen we hier nog wijzen op een klein 
e k p e r i rn e n t d a t w e v e r r i c h 11 e n m e t g a r n a 1 e n ( Cr agrion
c r a g n o n ) . E) e z e s o o r t, o m n i v o or -- p r e d a t o r i s c h e n i n d e
sedimenten. levend, zou een belangrijke bron van informatie 
k u n n e n z i j n o v e r d e e f f e k t e n v a n i n d e b o d e m g e s t. o c k e e r d e 
po11uan t i a, 0n z e pr e1 i m i n aire te ste n wez en er op da t d e
methoden, gebruikt voor de mossel, ook kunnen toegepast 
worden op de garnaal, De test voor lysosomale stabiliteit
levert een duidelijke piek op (bij onze testdieren op 5 en
op 10 min); de Shi kata levert ongeveer hetzelfde beeld op
ais bij de mossel (bij de testdieren positief); Ti mm sulfide
k 1 e u r i n g g e e f t d u i d e 1 d j k e r e a k t i e 1 a n g s h e t 1 u m e n v a n d e
t u Id u 1 i va n d e h e p a. t o p a n c r e as; 1 i p o f u s c i n e k 1 e u r t m i n d e r
sterk dan bij de; mosselen van de Belgische kust; NT F; geeft 
e e n b e e 1 d ( b i j o n z e t e s t d i e r e n ) o v e r e e n k o m s t i g d e s c: o r e 2—3 
b i j d e m o s s e 1 e n .

In tegenstelling tot de mossel zijn deze metingen 
absoluut niet gevalideerd door experimentele gegevens, of 
uitgebreide veldstudies. Het is dus niet mogelijk hun 
betekenis op dit ogenblik in te schatten. Toch menen wij 
d a t h i e r e e n i n t. e r e s s a n t. e m o g e 1 i j k h e i d v o o r v e r d e r 
o n d e r z o e k 1 i g t,
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