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This volume 1is the twenty-fourth 1issue of the Meajterranean Action Plan
Technical Report Series.

This seriles contains selected reports resulting from the various activities
performed within the framework of the components of the Mediterranean Action
Plan: Pollution Monitoring and Research Programme (MED POL), Blue Plan,
Priority Actions Programme, Specially Protected Areas and Regional 0il
Combating Centre.

Ce volume constlitue le vingt-guatriéme numéro de la série des Rapports
techniques du Plan d'action pour la Méditerranée.

Cette série comprend certains rapports élaborés au cours de diverses activités
menées dans le cadre des composantes du Plan d'action pour la Méditerranéde:
Programme de surveillance continue et de recherche en matiére de pollution
(MED POL), Plan Bleu, Programme d'actions prioritaires, Aires spécialement
protégées et Centre régional de lutte contre la pollution par les
hydrocarbures.
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INTRODUCTION

The United Nations Environment Programme (UNEP) convened an
Interygovernmental Meeting on the Protection of the Mediterranean (Barcelona,
28 January - 4 February 1975), which was attended by representatives of 16
States bordering the Mediterranean Sea. The meeting discussed the various
measures necessary for the prevention and control of pollution of the
Mediterranean Sea, and concluded by adopting an Action Plan consisting of
three substantive components:

- Integrated planning of the development and management of the resources of
the Mediterranean Basin (management component) ;

- Co-ordinated proyramme for research, monitoring, exchange of information,
assessment of the state of pollution and protection measures (assessment
colnpeonent) ;

- Framework convention and related protocols with their technical annexes
for the protection of the Mediterranean environment (legal component).

All components of the Action Plan are inter-dependent and provide a
framework for comprehensive action to promote both the protection and the
continueda development of the Mediterranean ecoregion. No component is an ena
in itself. The Action Plan 1is 1intended to assist the Mediterranean
Governments in formulating their national policies related to the continuous
development and protection of the Mediterranean area and to improve their
ability to identify various opticns for alternative patterns of development
and to make choices for appropriate allocations of resources.

MED POL - Phase I (1976-1980)

The Co-ordinated Mediterranean Research and Monitoring Programme (MED POL})
was approved as the assessment (scientific/technical) component of the Action

Plan.

The general objectaives of 1its pilot phase (MED POL - Phase I), which
evolved through a series of expert and intergovernmental meetings, were:

- to formulate and carry out a co-ordinated pollution monitoring and
research programme taking into account the goals of the Mediterranean
Action Plan and the capabilities of the Mediterranean research centres to

participate in it;

- to assist national research centres 1n developing their capabilities to
participate in the programme;

- to analyse the sources, amounts, levels, pathways, trends and effects of
pollutants relevant to the Mediterranean Sea;

- to provide the scientifig/technical information needed by the Governments
of the Mediterranean States and the EEC for the negotiation and
implementation of the Convention for the Protection of the Mediterranean
Sea against Pollution and its related protocels.

- to build up conslstent time-series of data on the sources, pathways,
levels and effects of pollutants in the Mediterranean Sea and thus to
contraibute to the scientific knowledge of the Mediterranean Sea.



MED POL - Phase I 1inltially consisted of seven pilot projects (MED POL I -
VII), which were later expanded by additicnal six pilot projects (MED POL VIII
- XIII), some of which remained in a <onceptual stage only.

MED POL - Phase I was implemented in the period from 1975 to 1980. The
large number of national research centres designated by their Governments to
participate in MED POL (83 research centres from 15 Mediterranean States and
the EEC), the diversity of the programme and its geographical coverage, the
1impressive number of Mediterranean scientists and technicians (about 200) and
the number of co-operating agencies and supporting organizations involved in
1t, gualifies MED POL as certainly one of the largest and most complex
co-operative scientific programmes with a specific and well-defined aim ever
undertaken in the Mediterranean basin.

The overall co-craination and guidance for MED POL ~ Phase I was provided
by UNEP, acting as the secretariat of the Mediterranean Action Plan (MAP).
Co-operating specialized United Nations Agencies (ECE, UNIDO, FAO, UNESCO,
WHO, WMO, IAEA, IOC) were responsible for the technical implementation and
day~tao-day co-ordination of the work of national research centres

participating in the pilot projects.

MED POL - Phase II {1981-1390)

The Intergovernmental Review Meeting of Mediterranean Coastal States and
First Meeting of the Contracting Parties to the Convention for the Protection
of the Mediterranean Sea against Pollution, and 1ts related protocols (Geneva,
5~10 PFebruary 1979), having examined the status of MED POL -~ Phase I,
recommended that auring the 1979/80 biennium a Long-term pollution monitoraing
and research programme should be formulated.

Based on the recommendations made at various expert and intergovernmental
meetings, a draft Long-term (1981-1990) Programme for Pollution Monitoring and
Research 1in the Mediterranean (MED POL ~ Phase II) was formulatea by the
Secretariat of the Barcelona Convention (UNEP), 1n co-operation with the
United Nations  Agencies which were responsible for the technical
implementation of MED POL -~ Phase I, and i1t was formally approved by the
Second Meeting of the Contracting Parties of the Mediterranean Sea against
pollution and its related protocols and Intergovernmental Review Meeting of
Mediterranean Coastal States of the Action Plan held in Cannes, 2-7 March 1981.

The general long-term objectives of MED POL ~ Phase II were to further the
goals of the Barcelona Convention by assisting the Parties to prevent, abate
and combat polluticn of the Mediterranean Sea Area and to protect and enhance
the marine environment of the Area. The specific objectives were designed to
provide, on a continuous basis, the Parties to the Barcelona Convention and
1ts related protocols with:

- information required for the implementaticn of the Convention and the
pProtocols;

- indicators and evaluation of the effectiveness of the pollution prevention
measures taken under the Convention and the protocols;

- sclentific information which may lead to eventual revisions and amendments
of the relevant provisions of the Convention and the protocols and for the
formulation of additional protocols:



- information which could be used in formulating environmentally sound
national, bilateral and multilateral management aeclsions essential £or
the continuous socio~economic development of the Mediterranean region on a

sustainable basis;
- perilodic assessment of the state of pollution cf the Mediterranean Sea.

The monitoring of, and research on, pollutants affecting the Mediterranean
marine environment reflects primarily the immediate and long-term reguirements
of the Barcelona Convention and its protocols, but also takes 1into account

factors needed for the understanding of the relationship between the
socio-economic development of the region and the pollution of the

Medlterranean Sea.

For this purpose, monitorlng was organized on several levels:

monitoring of sources of pollution providing informatlion on the type and
amount of pollutants released directly 1nto the environment;

monitoring of nearshore areas, including estuaries, under the direct
infiuence of pollutants from identifiable primary (outfalls, discharge and
coastal dumping points) or secondary {rivers} sources;

- monitering of offshore areas (reference areas) providing information on
the general trends in the level of pollution in the Mediterranean;

monitoring of the transport of pollutants to the Mediterranean through the
atmosphere, providing additional information on the pollution load
reaching the Meaiterranean Sea.

Research and stuay toples incluaed initially in the MED POL - Phase II
were:?

- development of sampling and analytical technigques for monitoring the
sources and levels of pollutants. Testing and harmeonization of these
methoas at the Mediterranean scale and ctheir formulation as reference
methods. Priority will be given to the substance listed in the annexes of

the Protocol for the prevention of pellution of the Mediterranean Sea by
dumping from ship and aircratt and the Protocol for the protection of the

Mediterranean Sea against pollution from land-based sources (activity A);

development of reporting formats required according to the Dumping,
Emergency and Land-Basea Sources Protocols (activity B)j;

- formulation of the scientific rationale for the environmental quality
criteria to be used in the development of emission standards, standards of
use or guidelines for substaces listed in annexes I and II of the
Land-Based Sources Protocol 1n accordance with Articles 5, 6 and 7 of that
Protocol (activity C};

epidemiological studies related to the confirmation (or eventual revision)
of the proposaed environmental quality criteria (standards of use} for
bathing waters, shellfish-growing waters and edible marine organisms
(activity D);

development of proposals for gquidelines and c¢riteria governing the
application of the Land-Based Sources Protocol, as reguested in Article 7
of that Protocol (activity E)3



- research on oceancographic processes, with particular emphasis on surface
circulation and vertical transport, Needed for the understanding of the
distribution of pollutants through the Mediterranean and for the
development of contingency plans for cases of emergency (activity F);

- research on the toxicity, persistence, bioaccumulation, carcinogenicity
and mutagenicity of selected substances lListed 1in annexes of the
Land-Based Sources Protocol and the Dumping Protocol (activity G);

- research on eutrophication and concomitant plankton blooms. Needed to
assess the feasibility of alleviating the consequences and damage from
such recurring blooms (activity H);

- study of ecosystem modifications in areas influenced by pollutants, and in
areas where ecosystem modifications are caused by large-scale coastal or
inlana engineering activity {activity I):

- effects of thermal discharges on marine and coastal ecosystems, including
the study of associated effects (activity J);

- biogeochemical cycle of specific pollutants, particularly those relevant

to human health (mercury, lead, survival of pathogens in the Mediterranean
Sea, etc.) (activity K);

- stuay of pollutant-transfer processes (1) at river/sea and air/sea
interface, {ii) by sedimentation and (iii) through the straits linking the
Mediterranean with other seas (activity L)

As in MED POL - Phase I, the overall co-~ordination and guidance for MED
POL, ~ Phase II 1s provided by UNEP as the secretariat ot the Mediterranean
Action Plan (MAP). Co-~operating specialized United Nations Agencies (FAO,
UNESCO, WHO, WMC, IAEA, IOC) are responsible for the technical implementation
and day-to-day co-ordination of the work of national centres participating in
monitoring and research.

The first eight volumes of the MAP Technical Reports Series present the
collection of final reports of the Principal Investligators who participated in
the relevant pilot projects (MED POL I - MED POL VIII). The ninth volume of
the MAP Technical Reports Series is the final report on the implementation of
MED POL - Phase I, prepared, primarily, on the basis of individual final
reports of the principal 1investigators with the co-operation of relevant
United Nations Agencies (FAO, UNESCO, WHO, WMO, IAEA, I0C).

The tenth volume of the MAP Technical Reports Series was the first one to
include final reports on projects implemented within the Fframework of the
research component of MED POL - Phase 1II. It specifically included final
reports on projects dealing with toxicaty (1983-85). This twenty-fourth
volume of the Series is the second one to include final reports on projects
dealing with toxicity, persistence and blcaccumulation (activity G}.
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INTRODUCTION

Le Programme des Nations Unies pour l'environnement (PNUE) a convogué une
réunion 1ntergouvernementale sur la protection de la Méditerrande (Barcelone,
28 janvier - 4 février 1975) & laquelle ont pris part des représentants de 16
Etats riverains de la mer Méaiterrande. La réunion a examiné les diverses
mesures nécessalres & la prévention et & la lutte antipollution en mer
Méditerrande, et elle s'est conclue sur l'adoption d'un Plan d'action
comportant trois éléments fondamentaux:

- Planification 1intégrée du développemet et de la gestion des ressources du
bassin méditerranéen (élément "gestion");

~ Programme coordonné de surveillance continue, de recherche, d'échange de
renseignements et d'évaluation de 1l'état de la pollution et des mesures de
protection (élément "évaluation");

~ Convention cadre et protocoles y relatifs avec leurs annexes techniques
pour la protection du milieu méditerranéen (élément juridigue).

Tous les éléments du Plan d'action étalent interdépendants et
fournissaient le cadre d'une action d'ensemble en wvue de promouvoir, tant la
protection que le développement continue de L'écorégion méaiterrandenne.
Aucun élément ne constituait une f£in & lui seul. Le Plan d'action était
destiné & aider les gouvernements méditerranéens & formuler leurs politiques
nationales en matidre de développement continu et de protection de zone de la
Méditerrande et A& accroitre leur faculté d'identifier les diverses options
s'offrant pour les schémas de développement, d'arréter leurs choix et d'y
affecter les ressources appropriées.

MED POL - Phage I (1976 ~ 1980)

Le programme coordonné de surveillance continue et de recherche en matiére
de pollution de la Méditerranée (MED POL) a été approuvé au titre de l'élément
"évaluation” (scientifigue/technique) au Plan d'action.

Sa phase pilote (MED POL - Phase I} avait les objectifs généraux
ci-dessous, élaborés au cours d'une série de réunions d'experts et de rdéunions
intergouvernementales:

- formuler et exdcuter un programme coordonné de surveillance continue et de
recherche en matiére de pollution en tenant compte des buts du Plan
d'action pour la Méditerranée et de l'aptitude des centres de recherche

méditerranéens & y participer;

- aider les centres de recherche nationaux & se rendre plus aptes & cette
participation;

-~ étudier les sources, l'étendue, le degré, les parcours, les tendances et
les effets des polluants affectant la mer Méditerranée;

- fournir L'information scientifique et technique nécessalre aux
gouvernements des pays méditerrandens et & la Communauté é&conomigue
européenne pour négocier et mettre en oeuvre la Convention pour la
protection de la mer Méditerranée contre la pollution et les protocoles y

relatifs;
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- constituer des séries chronolegiques cohérentes de donndes sur les
scurces, les cheminements, les degrés et les effets des poliuants de la
mer Méditerranée et contribuer par la & la connaissance scientifique de
cette mer.

La Phase I du MED POL comportait & l'origine sept projets pilotes {(MED POL
I - VII) auxquels sont venus ultérieurement s'ajouter six autres (MED POL VIII
- XIII) dont certains n'en sont restés qu'au stade de la conception.

La Phase I du MED POL a été misSe en oeuvre au cours de la période 1975 -

1980. Le grana nombre de centres de recherche nationaux désignés par leurs
gouvernements pour participer au MED POL (83 centres de recherche de 15 Btats

méaiterrandens et de la CEE), la diversité du programme et sa couverture
géographique, 1l'effectif impressionnant de scientifiques et techniciens
méditerrandens (environ 200) ains1i que la quantité d'organismes coopérants et
d'organisations d‘fappui qui y étaient engagés permettent sans conteste de
caractériser le MED POL comme 1'un des programmes de coopération scientifigue
les plus vastes et les plus complexes, comportant un objectif spécifique et
bien défini, qui ai jamais été entrepris dans le bassin mediterranden.

Ia coordination et la direction générales de MED POL ~ Phase I ont été
assurées par le PNUE, faisant fonction de secrétariat du Plan d'action pour la
Méditerranée (PAM). Les organismes spécialisés coopérants des Nations Unies
(CEE - Commission économique pour Ll'Europe, ONUDI, FAO, UNESCO, OMS, OMM,
AIEA, COI) étaient chargés de 1'exécution technique et de 1l1la coordination
quotidienne des travaux des centres de recherche nationaux participant aux
preojets pilotes.

MED POL -~ Phase II (1981 - 1990)

La réunion intergouvernementale des EBEtats riverains de la Méditerranée
chargés d'dvaluer 1'dtat d'avancement du Plan d'action et premiére réunion des
Parties contractantes & la Convention pour la protection de la mer
Méditerrande contre la pollution et auxX protocoles y relatifs (Genéve, 5-10
féyrier 1979), ayant examiné la situatlon de la Phase I du MED POL, a
recommanaé gue, durant la période biennale 1979 - 80, scoit formulé un
programme a& long terme de surveillance continue et de recherche en matlére de
pellutien.

Sur la base des recommandations énoncées lors des diverses réunions
d'experts et réunions intergouvernementales, un projet de programme a long
terme (1981 ~ 1990) de surveillance continue et de recherche en matiére de
pollution (MED POL - Phase II) a été formulé par le secrétariat de la
Convention de Barcelone (DNUE), en coopération avec les organismes des Nations
Unies chargés de l'exécution technique de MED POL - Phase I, et il a été
officiellement approuvé lors de La deuxiéme réunion des Parties contractantes
a4 la Convention pour la protection de la mer Méditerranée contre la pollution
et aux Protocoles y relatifs et réunion intergouvernementale des Etats
riverains de la mer Méditerrande chargée d'édvaluer 1'état d'avancement du Plan
d'action, gui s'est tenue & Cannes du 2 au 7 mars 1981.

L'objectif général & 1long terme de la Phase II du MED POL était dge
concourir & la réalisation des objectifs de la Convention de Barcelone en
aidant les Parties contractantes & prévenir, réduire et combattre la pollution
dans la zone de la mer Méditerrande ainsi qu'd protdger et améliorer le milien
marin dans cette 2one. Les objectifs particuliers étaient de fournir
constamment aux Parties contractantes & la Convention de Barcelone et aux
Protocoles y relatifs:



- les renseignements dont elles avaient besoin pour appliquer la Convention
et les protocoles;

- des indications et une évaluation de l'efficacité des mesures prises pour
prévenir la pollution en application de la Convention et des protocoles;

- des renseignements scientifiques qul pourraient servir a réviser et
modifier les dispositions pertinentes de la Convention et des protocoles
et & rédager des protocoles additionnels;

- des informations qui pourraient servir & formuler sur les plans national,
bilatéral et multilatéral, les décisions ae gestion, respectueuses de
1'tevnironnement, qul seralent indispensables a la poursuite du
développement socio-économique de la région méaditerranéenne;

- une évaluation périodigue de 1l'état de pollution de la mer Méditerrande.

La survelllance continue des polluants affectant le milieu marin de 1la
Méditerranée ainsi gue la recherche menée & leur sujet répondent en premier
lieu aux prescriptions immédiates et & long terme de la Convention de
Barcelona et des protocoles y relatifs, mails elles tiennent également compte
des facteurs requis pour la compréhension des relations existant entre le
développement socio-économique de la région et 1la pollution de la mer
Méditerrande.

A cette fan, la surveillance continue é€talt organisée & plusleurs hivealx:

- surveillance continue des  sources de pollution  fournissant des
renseilgnements sur la nature et la gquantité des polluants directement
1ibérés dans l'environnement;

- surveillance contlnue des zones situdes & proximite du littoral, y compris
les estuaires, et qui sont sous l'influence directe de polluants émis par
des sources 1dentifiables primaires (émissaires, rejets et sites cdtiers
d'immersion) ou secondaires (cours d'eau);

- surveillance contlnue des zones du large (zones de référence) fournissant
des renseignements sur les tendances générales du niveau de pollution en
Méditerrande;

- surveillance continue du transfert des polluants & la Méditerrande par
voie atmosphérique, fournissant des renseignements supplémentaires sur 1la
charge polluante qul atteint la Méaiterrande.

Les sujets de recherche et d'étude inclus initialement dans MED POL -
Phase II étaient les sulvants:

~ mise au point de techniques d'échantillonnage et d'analyse pour la
surveilllance des socurces et des nilveaux de pollution. Essai et
harmonisation de ces méthodes & 1'échelle méditerrandenne, et formulation
de méthodes de rérérence. Substances figurant sur les listes de priorité
des protocoles sur les opérations d'immersion et sur la pollution

d'origine tellurique (activité a);
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mise au point de la présentation type des rapports & soumettre en
applicaticn des protocoles relatifs & l'immersion, & la pollution
résultant de situations critiques et & la pollution d'origine tellurique,
{activité B)};

élaboration des fondements scientifigues des critéres de qualité de
l'environnement qui serviront & définir des normes d'émission, des normes
d'usage ou des directives concernant les substances énuméréez dans les
annexes I et II du protocole relatif & la pollution d'origine tellurique,
conformément aux articles 5, 6 et 7 de ce protocole (activité C);

dtudes épidémioclogiques relatives & la confirmation (ou révision
éventuelle) des critéres de la qualité de l'environnement (normes d'usage)
proposés pour les eaux servant & la baignade, & la culture de coguillages
et & 1'élevage d'autres oryanismes marins comestibles (activité D);

mise au point de projets de directives et de critéres régissant
l'application du protocole relatif a la pollution d'origine tellurique,
conformément & l'article 7 de ce protoccle (activité E);

recherches sur les processus océanigues, et particuliérement sur la
circulation en surface et les déplacements verticaux. Cette information
est nécessaire & la connaissance de la répartitilon des polluants en
Méditerranée et & la mise au point de plans pour parer aux situations
critiques (activité F);

recherches sur la toxicité, la persistance, la bloaccumulation et le
caractére cancérigéne et mutagéne de certaines substances énumérdes dans
les annexes du protocoie relatif & la pollution d'origine tellurique et du
protocole relatif aux opératlons d'immersion (activité G);

recherches sur 1l'eutrophisation et les floraisons de plancton qui
1l'accompagnent. Cette 1nformation est nécessalre pour évaluer la
possibilité de prévenir les effets et les dégdts causés par ces floraisons
périocdiques (activité H);

étude des modifications de 1'écosystéme dans les zones soumises
l'influence des polluants et dans celles ol ces modifications sont dues
d'importantes activités industrielles sur la c¢dte ou & 1'intérieur des
terres (activité I):

e s

effets des pollutions thermiques sur les écosystémes marins et cdtiers, y
compris 1'étude des effets connexes (activité J);

cycle biogéochimigue de certains polluants intéressant particuliérement la
santé (mercure, plomb, survie des organismes pathogénes dans la mer
Médaiterrande, etc.) (activité K);

étude des processus de transfert des polluants (i) aux points de contact
entre les cours d'eau et la mer et entre l'air et la mer, (ii) par
sédimentation et (1ii) & travers les détroits qui relient la Méditerranée
aux mers voisines (activité L).
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Comme lors de la Phase I du MED POL, la cocordination et la direction
géndrales de la Phase II étaient assurdes par le PNUE, par l'intermédialre du
secrétariat au Plan d'action pour la Mméditerrande (PAM). ILes organlsmes
spécialisds ccopérants des Nations Unies (FAO, UNESCO, OMS, OMM, AIEA, COI)
étaient chargés de l'exécution technique et de la coordination quotidienne des
travaux des centres de recherche naticnaux participant au programme de
surveillance continue et de recherche.

Les huit premiers volumes de la Série des rapports technigues dqu PAM
rassemblent les rapports finaux de chercheurs responsables gqui ont participé
aux projets pilotes correspondants (MED POL I -~ MED POL VIII). Le neuviéme
volume de cette méme Série se compose du rapport final sur la mise en oeuvre
de la Phase I du programme MED POL, établi essentiellement sur la base des
rapports finaux individuels des chercheurs responsables avec la coopération
des organismes compétents des Nations Unies ({FAO, UNESCO, OMS, OMM, AIEA, COI).

le dixidme volume de la Série des rapports techniques du PAM, etait le
premier & comprendre les rapports finaux sur les projets mlses en oceuvre dans
le cadre de la composante "recherche" du MED POL - Phase II. Il comprenait
spécifiguement les rapports finaux sur les projets traitant de la toxicité
(1983-85). Ce vingt-quatriéme volume de la Série est le seconde & comporter
les rapports finaux consacrés & la toxicité, 3 la persistance et a la
biocaccumulation (activité G).
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ETUDE DE LA TOXICITE DE COMPOSES SILICONES EN MILIEU MARIN
par
M. AUBERT, C. GUILLEMAIT-DRAI et J. AUBERT

C.E.R.B.O.M.
Nice, France

1. INTRODUCTICN

L'utiLisation des produits organosiliconés est en plelne expanslon tant
dans les domaines 1industriel (isolant, revétement, pelntures, diélectrigues,
tubulaires) que médical (prothéses, produits dentaires, matériel chirurgical)
et alimentaire (revétement antiadhérent, antimousse, antiflatulents). Pour
les pays 1naustriels proaucteurs de silicones, il se pose alors le probléme de
leur rejet aans les eaux et de leur conséquences environnementales. Les
composés organosiliconés, par leur vaste champ d'application, ont été
considérés comme potentiellement dangereux et classés, dans l'attente de la
preuve scientifigque de leur inocuité, dans une liste qul englobe les acides
forts, les composés organochalogénés et certains métaux lourds (FAO/WHO, 1975).

Les silicones sont d'une utilisation si étendue, en particuller en ce gqui
concerne 1'homme {(additifs alimentaires, prothéses médicales internes,
tubulures micro-chirurgicales) que leurs effets nocifs ont souvent été &tudiés
(Hobbs et al., 1975). Les édtudes de toxicité sont effectudes non seulement
sur les mammiféres (rats) mais aussi sur les organismes aguatigues marins ou
dulgaquicoles (Firmin et al., 1984; Maggi et Alzieu, 1977; OMS, 1974). Ces
travaux sur la biomasse marine concernent un milieu susceptible d'étre
contaminé accidentellement ou non (slnistres, fuite, rejet) et des organismes
consommables par l'homme (Poissons, Mollusques, Crustacés). La plupart des
niveaux d'organisation ont été étudiés du point de wvue de la toxicité directe,
aiglie, mais trés peu d'études ont été réalisées pour é&valuer le transfert
d'une toxicité & travers les organismes-maillons des chalnes biologigues
jusqu'au consommateur final (Aubert et al., 1985; Hobbs et al., 1975). De
méme, les réponses tissulaires et cellulaires ont rarement fait 1'objet
d'étuaes détaillées.

C'est pourquoi, le Centre dJd'Etudes et de Recherches de Biologie et
d'Océanographie Médicale (C.E.R.B.0.M.) a entrepris l'étude des effets de
produits organosiliconés sur les organismes marins et sur les chalnes

trophedynamiques marines, Les effets au niveau tissulaire seront étudids sur
'd ’ 1 hY 'l
les échelons les plus représentatifs du milieu marin gr8ce a des études

histopathologiques.

2. METHODE GENERALE D'ETUDE DE LA TOXICITE

Ia présence de polluants dans le milieu marin introduits voclontairement
ou accidentellement peut avoir une action sur Ll'environnement biologique &
différents niveaux:

- Perte en capital nutritionnel par toxicité directe;

- Risgues sanitaires par toxicité enduite dle au processus de
concentration du polluant le long des chalnes biologiques;



- Enfin, dérive écologique du milieu par atteinte des médiateurs
responsables de l'équilibre biologique et de la stabilité du milieu
marin.

Les conditions gquil réglent la présence des polluants dans les aliments
sont des conditions d'apparition, de circulaticon, de concentration ou de
disparicion de ces polluants dans le milieu.

La concentration de polluant dans le milieu peut se faire 3 travers les

chaines blologlques car tout &étre vivant présente & divers degrés la proprlete
de pouv01r accumuler dans son organlsme toute substance ayant un certain degré

de rémanence. Il en résulte que les écosystémes peuvent &tre le siége d'une
amplification biologique de contamination.

La méthoue des chalnes trophodynamiques permet de reller entre-eux les
organismes sur le plan trophique et de mettre en é&vidence une distribution
temporelle et spatiale des contaminants & travers les différents maillons
(Aubert et al., 1969; Aubert, 1972; Aubert M. et J. Aubert, 1973; Aubert gt

al., 1975).

Ces systémes d&cologiques simplifids mais contrélés constituent une
mnéthode d'étude prévisionnelle des effets des polluants chimigques:

- par la détermination des perturbations au niveau d'organismes types
représentant divers malllons parml les plus caractéristiques des
chalnes;

~ par l'évaluation des phénoménes de concentration et de biodégradation
des substances chimigues absorbées successivement par les divers
maillons.

Les chaines bioclogiques expérimentdes au C.E.R.B.0.M. répondent 4
plusieurs critéres importants:

~ &tre représentatives des milieux cdtiers ou d'estuaires méditerranédens;
- é&tre produites ou réceoltées en quantités suffisantes pour permettre la
duréde des expériences.

Quatre types de chalnes expérimentales ont été mis au point:
~- une chalne de type pélagique;

- une chalne de type néritigue & mollusques;
-~ une chalne benthique i crustacés;

Ky

~ une chaine benthigue a poissons.
Utiligation

2.1 ‘Toxicité directe

En mettant en contact chacun des échelons de la chalne envisagde avec le
polluant a étudier, & différentes concentrations, on peut ainsi déterminer la
sensibilité de chague espéce & ce polluant et définir les seuils toxiques et
les DL 50 (doses létales provoquant 50% de mortalité en 9 jours), (Aubert et
al., 1969).



2.2 Toxicité induite

L'expérience consiste & alimenter chague maillon a l'aide de 1l'échelon
immédiatement inférieur préalablement intoxiqué, a la fois par l'eau et par
1'aliment ingéré, comme cela se produit dans les conditions naturelles d'un
milieu pollué; ceci & une concentration sublétale permettant le fonctionnement

normal des chalnes.

Description des chalines

2.2.1 Chafne benthique & poissons

Cette chaine comprend trois échelons:

. Premier échelon : bactéries marines et plancton

Cet échelon est trés important et intervient en fait au niveau de toutes
les chafnes. Les bactéries jouent un r8le majeur dans le cycle de la matiére
et sont dans 1l'édcosystéme, & la base méme de la chafne alimentaire.

De nombreux organismes marins et surtout les suspension-feeders et les
détritus-feeders sont capables de capturer un nombre considérable de bactéries

dans un but alimentaire, certains étant méme capables de vivre et de crolitre
avec un régime alimentaire composé exclusivement de bactéries dont ils peuvent

digérer au moilns certaines espéces végétatives.

. Deuxiéme échelon : Invertébrés (Annélides polychétes)

Ils sont trés utilisés comme indicateurs de pollution aussi bien en
milieu marin qu'en milieu dulgagquicole. Il est donc important d'intreduire
ces invertébrés comme échelon dans une chalne biologique marine. Nous avons
utilisé une espéce d'annélides polychétes Nereis diversicolor: c'est une
annélide que l'on place dans la catégorie des "detritus-feeders" et souvent
des "suspension-feeders".

. Troisiéme échelon : poisson Scorpaena porcus (Rascasse brune)

Ces poissons que l'on trouve en abondance é&galement au voisinage des
cbtes peuvent étre élevés facilement en aquarium. Ils nécessitent cependant
une alimentation variée, mais se nourrissent facilement avec les Nereis.

2.2.2 Chalne benthique & crustacés

. Premier échelon : bactéries marines et plancton contenus naturellement
dans l'eau de mer, de méme que pour la chafne & crustacés.

. Deuxiéme échelon : Invertébrés (Annélides polychétes)

On a utilisé Nereis diversicolor comme pour la chaine benthique a
poissons.

. Troisiéme échelon : crustacés Carcinus maenas

Ces crustacés vivant au voisinage des cOtes peuvent é&tre ramassés en
grand nombre, Ils sont dotés d'un bonne régulation osmotique. Ces organismes
peuvent étre nourris facilement avec les Nereis.



2.2.3 Chafne néritique 3 mollusgues

Cette chalne également définie et expérimentéde comprend les échelons
suivants:

. Premier échelon : il est représenté par des organismes autotrophes.

Comme é&lément phytoplanctonique, il a été choisi une Prasinophycée:
Tetraselmis sueclca dont les courbes de croigsance et les conditions d'élevage

ont été étudides durant plusieurs années.

Ce phytoplancton fréquemment rencontré sur nos cétes pendant la saison
froide se cultive aisément en milieu de type Provasoli.

Ce milieu de culture est préparé & partir d'eau de mer naturelle,
vieillie et stérilisde, qui regoit un enrichissement stérile & la fois minéral
et organique par l'adjonction de mélange ES Provasoli a 2%.

Les cultures sont effectuées en erlenmeyers de 500 ml dans une salle de
culture dont la température est maintenue 3 18 ©C + 1 °C et gui est munie
d'un systéme d'édclairage 3 rythme nycthéméral.

Les expérimentations sont effectuées sur des souches non axéniques afin
de se placer dans des conditions voisines de celles qui existent en mer.

. Deuxiéme échelon : échelon consommateur du phytoplancton: Mytilus
galloprovincialis,

Ce mollusque présente 1'intérét d'étre un important filtrateur dfeau
{environ 5 litres & 1l'heure) et de ce fait il est susceptible de consommer une
grande quantité de phytoplancton et d'induire ainsi de considérables
phéncménes de concentration.

2.2.4 Chafne de type pélagigue

Cette chafne comprend trois échelons marins:

. Premier échelon : échelon phytoplanctonique représenté par Tetraselmis

sp.

. Deuxiéme échelon : est un é&chelon zooplanctonique constitué par un
crustacé d'élevage facile : Artemia salina (Branchiopode Anostracé).

Les oeufs d'Artemia salina sont introduits dans une ampoule 3 décanter
contenant de l'eau de mer, une certaine agitation initiale est nécessaire pour
dissocier les amas d'oeufs; seuls les oeufs décantant au fond du récipient
sont utilisés dans la suite des expériences, les autres, plus légers que
l'eau, sont morts et doivent é&tre éliminés. ©Parmi les oeufs restant, le
pourcentage d'éclosion est de 60% & 70% dans les conditions optimales
d'élevage.

Dans les premlers stades de sa croissance, ce crustacé est alimenté par
les nutrilites présents dans le milieu STP de Provascli, puis il se nourrit de
micro-algues. Ces stades nécessitent une température de 25 & 30 ©C. Les
élevages peuvent ensuite &tre poursuivis dans la salle de culture.



. Troisiéme échelon : il est constitué par un labridé (Crenilabrus
oscellatus) vivant dans les eaux c8tiéres parmi les prairies sous-marines ou
prés des roches. Poisson a tendance planctonophage, le labre se satisfait de
la nourriture 3 base d'Artemia et de Tetraselmis.

2.3 Biodégradation

Lors de son rejet en mer, un produit chimigue peut é&tre dégradé soit
biologiguement (action principalement des bactéries marines), soit
physiquement (action des rayons solaires). Cette action chimique fait
apparaltre des produits de dégradation dont les effets sur les organismes
marins peuvent é&tre trés différents de ceux du composé chimique de base. On
peut ainsi avoir une augmentation de la toxicité ou, au contraire, une
diminution voire une disparition de celle-c1 (Street, 1984).

Description des chalnes trophigques marines

Chalne benthique Chaine benthique Chaine & Chaine
& poissons & crustacés mollusques pélagique

Micro-organismes 487j. Micro-organismes 8j. Phytoplancton 8j. Phytoplancton 8j.

(Bactéries marines) {Bactéries marines) (Tetraselmis sp.) (Tetraselmis sp.)
Annélides 83. Annélides 8j. Mollusques 157. Zooplancton 8j.
(Nereis divergicolor) (Nereis diversi- (Mytilus gallo- (Artemia galina)
¢ color) & provincialis) L
Poissons 15j. Crabes 157. Poissons 153.
{Scorpaeana porcus) (Carcinus meanas) {Crenilabrus
oscellatus)

L'expérience consiste & laisser le produit en contact avec le milieu
marin pendant un certain nombre d'heures ou de Jjours (24h, 72h, 144h) avant
d'introduire les .organismes & tester, 1les concentrations uvtilisdes étant
déterminées & partir des seulls toxiques. On peut voir ainsi si un temps plus
ou moins prolongé de vieillissement en eau de mer a un effet sur la toxicité
des deux copolyméres.

2.4 Histopathologie

Afin de mieux cerner ou de mieux déterminer l'action des composés
organosiliconés  sur les organismes  testés, une gérie  d'analyses
histopathologiques a été effectude d'une part & l'Université de Paris VI (Pr.
ORCEL) et d'autre part & l'Université de Perpignan (Mme BIAGIANTI). En effet,
méme si un produit semble peu toxique extérieurement, il peut induire une
réponse interne, en particulier sur le foie, siége de la détoxication.

. Techniques histopathologies:

~

Les espéces étudiées sont celles qui se révélent les plus sensibles a
l'action des organosiliconés, c'est~i-dire les moules et les poissons.
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Pour les moules, nous avons é&étudié les organes suivants: branchies,
gonades, manteau. Les d&chantillons d'crganes sont disséqués, lavds & 1'eau
distillée, déshydratés & 1'éthanol, traités au butancl 1, puis inclus dans la
paraffine. Des coupes de 7 um d'épaisseur ont €té réalisdes et colordes au
rouge nucléaire solide picroindigocarmin (Coloration topographique).

Pour les polssons, les organes é€tudiés sont le foie, 1l'intestin, le
muscle, les branchies et le revétement cutanéd. Les échantillons traités et
inclus dans la paraffine sont coupés & 5 um et colorés par la technique
Hématoxyline-Eosine-Safran qui permet de colorer différemment les noyaux, le
cytoplasme et les fibres de collagéne.

3. PRODUITS UTILISES

Les produits organosiliconés employés pour les tests de toxicité font
partie de la famille des copolyméres de polysiloxane et de polyéther, ils sont
utilisés pour fabrigquer des produits moussants plus ou moins solides et
résistants (fausses poutres, matelas, coussins).

a) Le produit codé "Silicone Copolymére MH 101" est composé de B85% de
silicones actifs et de 15% d‘'éléments non actifs dont 50% d'éthyléne glycole
et 50% de poly-éthyléne glycole.

Ses caractéristiques sont les suivantes:

- poids moléculaire...ceeeevreaceseeas=3 300

- pH..IG-.Q.'IC.‘.'-c.-.-n.t--..l.-l.--.lia

- VIiSCOSItE..setinneecesanvoannnnsessas.140 Cps
denSitéeeeuerresesnescssacssnnasesnanseal, 03 g cm=3 (3 25 OC)
- point @'ébullitiONiescccisccssaneasesaasb2 OC

- pourcentage de SiliciUM..eecsecscresessl’ $

Ce produit est assez stable dans 1l'eau dans des conditions de température
et de salinité normales.

b) Le produit codé "polydther Polysiloxane Copolymére B 8884" est un
produit plus instable électro-chimiguement que le précédent, ce gqui nécessite
l'addition de 0,15 & 0,20% de ETA aminé.

Ses caractéristigues sont les suivantes:

~ poids moléculaire.seeeeseeeneraensss? 850

pH................-..--..-..............8,2

— ViSCOSIite.ieeenrreecncrreoonsvessessl 220 m Pa.s (& 20 ©C)
AENSItEeeeveseerosenasessoscnnssannseaasl, 03 g cm3 (& 20 OC)
point d'ébullitioN.eeeecisceeceanseessa3ds,5 op

pourcentage de SiliciUMecseeesessaccsssea?, 8 &

1

1

Les formules chimiques de ces produits sont les suivantes:

CH

3
l
MH 101 : (cu3)3 ~8i-0 (CHZ—CHZ—Si—O)iS ~—[si—qg ;—51— (CH3)3
R
R = (CH2)3 - (0 cuz—c32)7—on
cg
.B 8884 : CH3—Si— [o-(Si-(CH3)2—0)7 —ﬁ—(CH—CHz—O)-—{CHz—CHZ—0)2004H5ﬂ3

19,5



4, METHODE DE DOSAGE UTILISEE

Le silicone peut é&tre exctrait d'échantillons de tissus biologiques en
utilisant un solvant spécifique (Méthyl 4 pentane 1). ILa quantité de silicone
extraite est mesurée au spectrophotométre & flamme & absorption atomique
(smith, 1978).

. Extraction:

3 g d'échantillon congelé & l'azote liguide sont broyés au mortier et
réduits en poudre, puls transférés dans un tube ol l'on ajoute 10 ml de
solvant. Aprés une agitation de 2 heures, on laisse décanter 24 heures
1'échantillon ainsi traité qui sera ensuite prét & &tre dosé.

. Détermination:

Le  spectrophotométre est préparé  avec une flamme &  acide
nitrigue-acétyléne, une longueur d'une spécifique de 251,6 mm, et une cathode
creuse spécifigque. Une gamme étalon est préparée avec une solution standard
DC 200, de 100 cs de viscosité. On dose le silicium dans la phase solvant,
puls aprés correction par rapport au témoin, on évalue directement la teneur
en silicone de 1l'échantillon.

En effectuant le rapport:

concentration dans J.'organisme (ul g'l)

concentration dans l'eau (ul g =)

on obtient le facteur de concentration de la substance par l'organisme.

5. RESULTATS

5.1 Paramétres phvsico-chimigques

Les deux produits organosiliconés ont une faible action sur le pH, la
salinité et le taux d'oxygéne dissous de l'eau de mer, méme & des doses assez
élevées comme 10 ml 1-1 (Tableaux I, II et III).

L'effet de ces deux composés sur la turbidité est marqué, l'opacité étant
en ralson croissante de la concentration (Tableau IV).

Ces produits é&tant utilisés comme substances moussantes il s'établit
rapiagement & la surface une large couche de mousse aérée qui provogue une
diminution de la quantité de lumiédre et d'oxygéne pouvant traverser la couche
superficielle. Par leurs effets sur les paramétres physico-chimiques de l'eau
de mer vis-3-vis en particulier de la turbidité, les deux produits siliconés
induisent des troubles comportementaux trés nets tels que: engluement des
cellules planctoniques, soubresauts nerveux des vers, aifficultds de
respiration des c¢rabes et des poissons, perturbations du comportement
alimentaire des poissons carnivores.

5.2 Recherches des seuils de toxacaité directe

. Définition des seuils toxiques:

Pour le phytoplancton, le sgeuil de toxicité est la c¢oncentration de
produits chimiques testés pour laquelle la culture est restée stationnaire,

c'est-a-dire dont le développement est arrété sans pour autant qu'apparalsse
la destruction compléte de la culture ou de l'élevage.



0’se T/9€

Z'9¢€ T/9¢€ T'9¢ Z'9¢ T/9€

6'9¢€ 888 9

T'LE L'9¢€

9‘9¢ v'9¢ T/9¢€ g£’9¢ 6/GE

6'9€ TOT HW

1-T I 0000T 7-1 TO 000§

1= Th 000T 7-T TN 00S -T T® 002 7-T I 00T -T TN 0§

1-1 10 0

*UOT3IRIJUSOUCD INST 9P UOTIJDUOT U
PITUTIRS B INS SOUODITIS SITnpoid xXNop s8p 19334

II neatqel
ST’8 s0‘s 01’8 s0’‘sg 00’8 0z'8 00’s ¥888 9
$1’8 5614 01’8 s0‘8 00’8 s6’L 00’8 T0T HUW

7= TN 0000T  7-T T0 000§ 7.1 T0 000T  7.T T 002 1.1 T0 00T 7.T IP 0%

1=T T0 0

*UOTIEIJUSOUOD INST 9P UOTIOUOI US IawW ap
nes, T op Hd 2T Ins SQUODITIS S3TNpPold Xnep s9p 3I9IIF

T nearqel



jtnpoad np nes us 3STW BT 3Ins Inb juswow 3T InbIpul oL

€88

¥'06

¥'16 7’16 v'16 £’68 7’16 S‘C6 8’88 Y p+ol
£/88 v'06 v'16 716 716 €68 716 6'Z6 v‘Z6 U T+OL
£/88 7106 706 7'06 706 £'88 716 G'Z6 606 oJ,
7888 €
T’E8 z'S8 z's8 z's8 z's8 2’68 1'v8 z's8 888 Y ¥+OL
7’06 v'16 7’06 706 706 706 716 716 7’26 Y T+OL
£‘8g £’'ge £'gg £68 £/68 706 ] £'68 606 oL
-1 10 1-T 10 -1 In 1-I D -T In -1 1N 1-T In 1-T In 7-T 10
00001 0005 0002 0001 005 002 00T 0% 0
TOT HW

‘UOTIRIJUSOUOD INST P UOTIDOUOT US IaW 3p Nea, T
ap snossTp oulbAXO,T INS SPUCOITTS S3Tnpoad xnap sSap 323349

I1I nesiqeq



- 10 -

Tableau IV

Effet de deux preduits siliconés sur la turbidité de l'eau de mer
(NTU) en fonction de leur concentration, au bout de 24 heures.

Doses (ul 171) MH 101 B 8884
0 0,3 0,3
50 0,8 1,2
66 1,3 1,5

100 1,4 2

200 1,3 1,9
500 1,3 1,5
1000 2,2 1,8
2000 2,3 2,1
4000 2,4 2,3
5000 2,5 2,3
10000 3 2,9
Brut 5,4 3,4

Pour le zooplancton, les annélides, les mollusgues, les crustacéds et les
poissons, le seuil de toxicité correspond & la concentration pour lagquelle il

v a une survie de 50 % de l'élevage en 9 jours (soit la DL 50). De plus, dans
chaque cas, nous recherchons le TL 50, c¢'est-d~dire le temps au bout duquel
une concentration donnée induit une survie de 50 % de 1l'élevage.

5.2.1 Toxicité vis-d-vis du phytoplancton (Tetraselmis suecica)

A partir du produit initial, nous avons établi une gamme de dilutions
successives: 66 ul 171, 100 ul 1-1, 200 w1l 1%, 1000 ur 1-1,

Pour chaque concentration, nous ensemengons séparément dans trois tubes a
essai 1 ml d'inoculum d'une culture ancienne de phytoplancton pour 20 ml, de
fagon & aveir environ 10000 cellules par ml.

Ce milieu regoit Ll'enrichissement FES Provasoli au taux de 2 % gqui

contient les nutrilites nécessaires au bon développement de ces espéces
phytoplanctoniques. Trois tubes témoins sont également ensemencés séparément

avec 1 ml de 1'inoculum phytoplanctonique.

Les comptages des cellules phytoplanctoniques vivantes sont effactuées i
la cellule de Nageotte, pendant 9 jours (Voir figures 1 et 2).
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Fig. 1 Toxicité de MH 10l vis-a-vis de Tetraselmis suecica

Les résultats sont consignés dans les tableaux ci-aprés.

Dilution Témoin 66 100 200 1000 Seuil
(ul 1-1) 0 ul 171 ul 171 ul 1-1 ul 1~1 (ui 1-1)
MH 101 TL 50 216 192 168 144 144 50
(heures)
B 8884 TIL 50 216 »216 168 168 96 66

(heures)
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Pour deux concentrations types (l'une faible 66 ul 171 et 1'autre trés
forte 1000 ul l“l) nous avons dosé la concentration de silicones dans la
culture de phytoplancton:

Témoin 66 ul 1~ 1000 ul 1~t
Concentration 0 37,73 65,37
MH 101 Facteur de 0 0,57 0,066
concentration
Concentration 0 45,27 70,39
B 8884 Facteur de 0 0,69 0,070
concentration

*  Au regard des figures 1 et 2 on voit gue le produit MH 101 & 100 et 200 ul
17! induit une forte poussé€ planctonigue au 4e Jjour de culture. Ce
bloom disparait en 48h et 1la culture devient stable pour 100 ppm et
décroit pour 200 ppm.

5.2.2 Toxicité vis-3~vis du zooplancton (Artemia salina)

Pour chaque concentration choisie: 50 ul 1-1, 66 ul 11, 100 ul l“l,
200 ul l"L, et 1000 ul 171, trois erlens contenant 50 ml d'eau ae mer
enrichie ont regu une vingtaine de larves d'Artemia galina. Trois erlens
témoins regoivent la méme quantité de larves. Les comptages sont effectués
tous les jours, & la loupe binoculaire, pendant 9 jours (Voir figures 3 et 4).

Dilution Témoin 66 100 200 1000 Seuil
(ur 171 0 Y R R T N et TS A e R TY S (u1 171
MH 10L TL 50 5216 168 144 120 74 {50
(heures)
B 8884 TL 50 % 216 70 44 48 36 50

(heures)
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Pig. 2 Toxicité de B 8884 vis—a-vis de Tetraselmis suecica

Témoin 66 ul 11 1000 ul 1~
Concentration V] 32,71 36,48
MH 101 Facteur de. 0 0,50 0,036
concentration
Concentration 0 42,77 76,68
B 8884 Facteur de 0 0,86 0,077

concentration
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Fig. 3 Toxicité de MH l0L vis-a-vis de Artemia salina. Les concentrations
sont données en ul 171

5.2.3 Toxicité vis-a-vis des annélides (Nereis diversicolor)

Les Nereis sont maintenues durant 9 jours aux différentes concentrations
choisies (50 ul 271, 100 w1l 17, 150 w1 1%, 200 wl 1-l, 300 w1 1-1,
400 ul 171, 500 wi 17%, 1000 ul 17, 2000 wr 171, 3000 ul 1-1), dans
des bacs contenant 1500 cm3 de sédiments marins sablovaseux riches en
bactéries marins et 3 litres d'eau. L'eau est renouvelée par siphonnage deux
fois par semaine (Voir figures 5 et 6).

Dilution Témoin 66 100 150 200 300
ul 1-1 0 5 N Ant TR I RoX SRTS W T SURPYS TG Rt TS W Rt

MH 101 TL 50 »216 216 >216 > 216 - -
{heures)

B 8884 TL 50 )216 7216 }216 >216 >216 }216
(heures}

Dilution 400 500 1000 2000 Seuil
wl 17l ug 1l w17l w1t w1l w1t

MH 101 TL 50 - )216 )216 60 150
(heures)
B 8884 TL 50 216 ) 216 >21.6 }216 600

{heures)
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Fig. 4 Toxicité de B 8884 vis-3-vis de Artemia salina. Les concentrations sont
données en ul 1-1

Les résultats des analyses chimiques des silicones dans les vers & deux
concentrations (150 ul 11 et 400 ul l"l) sont les suivants:

Témoin 150 ul 1~1 400 uwl 11 500 w2 1~%1 3000 ul 1L

Concentration 0 281,08 340,94 - -
MH 101 Facteur de 0 1,87 0,85 - -

concentration

Concentration 0 - - 474,50 770,35
B 8884 Facteur de ¢ - - 0,95 0,26

concentration

5.2.4 Toxicité vis-3d-vis des mollusques (Mytilus galloprovincialis)

Pour chaque concentration (50 ul 17%, 66 uwl 1™}, 1200 ul 171, 130 w
171, 150 w1 174, 200 ul 171), les moules {20) sont maintenues durant 9
jours dans des aquariums de 20 litres. L'eau est renouvelée tous les jours

(Voir figures 7 et 8).
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Fig. 5 Toxicité de MH 101 vis-3-vis de [Nereis diversicolor. Les
concentrations sont données en ul 1~%

Dilution Témoin 50 66 100 130 150 200 Seuil
ul 1~1 0 ul 171 w1l 171 w1l 171 g1 171 gl 11 g1 171 pl 211

MH 101 TL 50 >216 216 67 60 20 - 10 50
(heures)

B 8884 TL 50 »216 )216 }216 )215 )216 216 92 150
{heures)

Pour deux concentrations types, les dosages de silicones au sein des
moules ont donné les résultats suivants:



-17 -

./. ll‘l“l!i‘l! 6
vivanls 100
4 150
100 - TEROIRCLO0
\ . 00
0| \ 00
10 \_--.---'---'---.---\ 1000 1300
20| N
(S
12
30}
49
”4
{0
10,
0 S Ay SOV S WA 1P
1 2 Y 4 % ¢ 1 8 %y 01t
Fig. 6 Toxicité de B 8884 vis~d-vis de Nereis diversicolor. Les

concentrations sont données en ul 1-1

Témoin 50 .. 1~% 130 ul 17+ 150 w1l 171 200 w1l 1°1

Concentration ¢ 477,76 785,61 - -
MH 101 Facteur de Q 9,55 5,91 - -

concentration

Concentration 0 - - 1723,63 l9s86,61
B 8884 Facteur de 0 - - 11,49 9,93

concentration

5.2.5 ‘Toxicité vis-3-vis des crabes (Carcinus maenas)

Pour %Paque concentration (1000 ul 171, 2000 w1 171, 4000 uwi 17,
5000 ul 1%, 10000 wir 1~%1), on place 10 crabes aans 20 litres d'eau de
mer. On maintient les crustacés pendant 9§ jours en renouvelant tous les jours
1l'eau polluée (Voir figures 9 et 10).

Dilution Témoin 1000 2060 4000 5000 10000  PUR Seuil

ul 1-1 0 wil1 l w117l w11l y11-l g1l ul 1~

MH 101 TL 50 p216 216 »216 »216 »216 216 216 10000
{heures)

B 8884 TL 50 )216 216 216 50 - 6 - 2000

{heures)
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Fig. 7 Toxicité de MH 101 vis-a-vis de Mytilus galloprovincialis. Les
concentrations sont données en ul 1=t

Pour deux concentrations nous avons

dosé les silicones dans les
organismes au niveau du muscle.

Témoin 1000 ul 1~1 2000 ul 1-1 10000 ul 1-1
Concentration 0 14,0 - 375,12
MH 101 Facteur de 0 0,01 - 0,04
concentration
Concentration 0 - 852,53 1444,22
concentration
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Fig. 10 Toxicité de B 8884 vis-3-vis de Carcinus maenas. Les concentrations
sont données en ul 1-1

5.2.6 Toxicité vis-a-vis des poissons benthiques (Scorpaena porcus)

Les rascasses sont maintenues en aquarium de 30 litres pendant 9 jours,
aux différentes concentrations choisies: 100 ul 17%, 500 w1 171, 1000 ul
17%, 5000 ul 17!, 1'eau étant renocuvelde chaque jour

(Voir figures 1l et
12).
Dilution Témoin 100 500 1000 5000 Seuil
ul 11 0 wl 1=l  u1 171 ul 1% ul 1-1 ul 1-1
MH 101 TL 50 Y216 Y216 43 24 2 100
(heures)
B 8884 TL 50 >216 )216 )216 204 6 500
{heures)

Pour des concentrations de 500 ul 171 et 5000 ul 171, les analyses

des composés siliconés dans les muscles de rascasses ont donné les résultats
suivants:
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Fig. 11 Toxicité de MH 101 vis-3-vis de Scorpaena porcus. Les concentrations
sont données en ul 1-1

Témoin 500 ul 1-1 5600 ul 1-1
Concentration 0 32,35 23,25
MH 101 Facteur de 0 0,06 0,004
concentration
Concentration ] 19,44 69,87
B 8884 Facteur de 0 0,03 0,01
concentration

5.2.7 Toxicité vis-d-vis des poissons pélagiques (Crenilabrus oscellatus)

Les labres sont maintenus en aquarium de 30 1 pendant 9 jours aux
concentrations de produits siliconés suivants: 100 ul 17, 200 w1 171, 400

ul l'l, 600 ul 171, 800 ul 171, 1000 w1 171, 1'eau é&tant renouvelée
tous les jours (Voir figures 13 et 14).
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Fig. 12 Toxicité de B 8884 vis-d-vis de Scorpaena porcus. Les concentrations
sont données en ul 1~1

Dilution Témoin 100 200 400 600 800 1000 Seuil
ul 1~1 0 ul 171 w1 1l p1 3l w1l 37l w1 31wl oaml i oa-l
MH 101 TL 50 216 »216 180 - - - - 150
(heures)
B 8884 TL 50 »216 »216 >216 >216 >216 »216 130 900
(heures)

Pour deux concentrations pour chague produit, les analyses des composés
silicones dans le muscle ont donné les résultats suivants:
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pémoin 100 ul 1~1 200 ul 11 1000 ul 1~i
Concentration 0 24,74 1,52 -
MH 101 Pacteur de 0 0,24 0,007 -
concentration
Concentration 0 - 34,61 66,23
B 8884 Facteur de 0 - 0,17 0,06
concentration

A partir de ces résultats on peut voir que:

les deux composés ont une toxicité assez forte sur les échelons
planctoniques, le produit B 8884 se révélant en peu plus toxigue gque
le produit MH 101;

la toxicité varie d'un produit & l'autre pour les échelons supérieurs:
vis-a-vis des vers, des moules et des poissons le produit référencé B
8884 est le molns toxique tandis que sur les crabes ce produit a plus
d'effets toxiques que le produit référencé MH 101.

Au point de vue absorption et accumulation dans les tissus les résultats
montrent les faits suivants:

les échelons planctoniques concentrent peu (facteur de concentration
inférieur & 1) mails paradoxalement le facteur de concentration est
plus fort & une faible dose (66 ul l_l) qu'd une forte dose (1000 ul
L77): 1ls différent d'un facteur 10. Il semble que le plancton ait
une capacité d'absorption limitée et atteligne rapidemment son seuil
d'absorptions;

pour les autres échelons, le prodult le plus toxigue est celui qui est
le plus accumulé par les organismes; par exemple le crabe (Carcinus
maenas) est plus sensible & 1l'action du preoduit B 8884 qui est le plus
concentré: 3 & 4 fois plus gue le produit MH 101;

pour les vers, moules et crabes, 11 semble qu'il y ait aussi un effet
tampon pour l'accumulation des substances dans les organismes: aux
doses les plus fortes les facteurs de concentratich sont plus faibles:
la difference étant d'un facteur 1 & 4;

pour les poissons: le produit référencé MH 10l est plus toxique gue le

produit B 8884, son seuil toxique étant 4 & 6 fois plus bas, Ppar
contre la bioaccumulation de ce produit est faible.
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En conclusion des résultats de toxicité directe, on peut dire que ces
deux produits ont une plus forte action sur les échelons planctoniques et
planctonophages, mais que globalement la biocaccumulation en toxicité directe
est faible. Néanmoins, 1'effet physique de ces prodults (engourdissement des
organismes mobiles du plancton, engluement des branchies des moules et des
poissons) produit un fort effet de stress, trés marqué, pour tous les
organismes, qui peut induire les mortalités que nous observons au cours de
cette étude.

5.3 Recherche de la variation de la toxicité avec la biodégradation

Au regard des résultats de toxicité directe, les &tudes ont porté sur les
échelons les plus sensibles: le phytoplancton (Tetraselmis suecica) et les
mollusques filtreurs (Mytilus galloprovincialis) (Voir figures 15, 16, 17 et
18).

Nous avons mis en contact chague produit avec l'eau de mer pendant 24
heures, 72 heures et 144 heures (soit 1 Jjour, 3 Jjours et 6 jours), avant
d'introduire les organismes marins dans les aquariums d'dtude.

Toxicité vis-3-vis du phytoplancton selon le temps d'exposition:

Dilution Témoin 100 100 100 100 1000 1000 1000 1000
(vl 1"1) 0 (24h) (72h) (144h) (24h) (72h) (144h)

MH 101 TL 50
(heures) >216 lé8 192 216 >216 l44 le8 216 >216

B 8884 TL 50
(heures) D216 168 192 »216 D216 96 168 »216 »216

Toxicité vis-a-vis des moules selon le temps d'exposition:

Dilution Témoin 50 50 100 100 100 100 130 130
(u1 171 0 (24h) (24h) {72h)  (144h) (24h)
MH 101 TL 50
(heures) 216 216 »216 60 144 D216 D216 20 1l0
B 8884 TL 50
(heures) 216 - -~ »216 >216 D216 p216 - -
Dilution 130 130 200 200 200 200

{ul l"l) (72h) {l44h) (24h) {72h) {144h)

MH 101 TL 50
{heures) ) 216 > 216 10 18 72 84

B 8884 TL 50
(heures) - - 92 >216 p2l6 216
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Fig. 15 Toxicité de MH 101 vis-a-vis de Tetraselmis suecica, pour deux
concentrations aprés 24h de dégradation, par rapport au produit non
dégradé. Les concentrations sont données en ul 171

Nous avons dosé les composés siliconés dans la chair des moules:

Dilution Témoin 50 50 130 130 200 200
(ul 174 0 (24h) (24h) (24h)
Concentration 0 477,76 114,64 785,61 154,36 - -
MH 101 Facteur de 0 9,55 2,29 5,91 1,16 - -
concentration
Concentration ), - - - - log6,61 507,38
B 8884 Facteur de +] - - - - 9,93 2,54

concentration
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Fig. 16 Toxicité de B 8884 vis-a-vis de Tetraselmis suecica pour deux
concentrations aprés 24h de dégradation, par rapport au produit non
dégradé. Les concentrations sont données en ul 1~

D'aprés ces résultats, on peut voir gue la toxicité de chague produit est
trés diminude deés 24 heures de dégracation. Ce phénoméne est accentué pour 72

heures de contact du produit siliconé avec l'eau de mer. Au deld de 7 jours
de dégradation, le produit B 8884 voit sa toxicité disparaftre alors que le

produit MH 101 est toujours toxique vis-d-vis des moules, a forte
concentration.

L'accumulation de produit siliconé par les moules est diminué d'un
facteur 4 3 5 entre un produit brut et un produit dégradé pendant 24 heures.
On voit gque la variation de la toxicité directe est accompagnée de la
diminution de la biocaccumulation, lors de ces expériences de dégradation.

5.4 Recherche de la toxicité par induction le long des chaines
trophodynamigques marines

En étudiant la chalne biologique dans son fonctionnement normal,
c'est-3-dire chaque échelon servant & alimenter 1'échelon immédiatement
supérieur, nous pouvons analyser les éventuels phénoménes de concentration
pour chaque é€chelon et en fin de chaine. A chagque échelon, le polluant est
dosé chimiquement et on détermine sa concentration dans l'organisme selon la
méthode de dosage explicitée plus haut.
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Fig. 17b Toxicité de MH 101 vis-d-vis de Mytilus galloprovincialis pour deux
concentrations aprés 24h de dégradation, par rapport au produit hon
dégradé. Les concentrations sont données en ul 1~
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Fig. 18 Toxicité de B 8884 vis-3-vis de Mytilus galloprovincialis pour deux
concentrations aprés 24h ou 72h de dégradation par rapport au produit
non dégradé. Les concentrations sont données en ul 11,

5.4.1 Mise en place des chafnes

Selon la méthode d'étude décrite plus haut, les quatre types de chaines
utilisées sont réalisées comme suit, la concentration utilisde a été choisie
inférieure au seuil toxique de tous les échelons de fagon & ne pas avoir de
rupture de chaines.

- Transfert au niveau de la chaine benthigue & pocissons:

Les annélides sont é&levées dans des bacs de 20 litres contenant du
sédiment sablo~vaseux et de l'eau de mer additionnée de copolymére. Les bacs
sont préparés 48 heures a l'avance de maniére & permettre un développement des
bactéries marines. Les annélides sont intoxiquées pendant 8 jours. A ce
terme elles sont tuées: une partie sert de nourriture aux poissons benthiques,
l'autre partie est destinde aux analyses chimiques. Les rascasses sont
maintenues 15 jours en aquarium de 45 litres, en étant nourries des vers
précédemment intoxiqués. Aprés 15 jours elles sont tudes et conditionnées
pour les analyses chimigques.

La concentration utilisde a été de 50 ul 171 pour le produit MH 101 et
150 ul 1~% pour le produit B 8884.

- Transfert au niveau de la chaine benthigque 3 crustacés:
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Le protocole est le méme que pour la chalne benthique A poissons, mais
les annélides servent de nourriture aux crabes maintenus 15 jours en bacs de
20 litres.

La concentration utilisée a été de 50 ul 171 pour le produit MHE 101 et
de 150 ul 1™+ pour le proait B 8884,

~ Transfert au niveau de la chalne néritique & mollusques:

Les cellules phytoplanctonigues sont maintenues pendant 8 jours, aux
doses de produits choisies, puis une partie est prélevée pour alimenter les
moules et l'autre partie est destinée aux anhalyses chimiques. Les moules sont
placées en aquarium de 30n litres munis d'un systéme dfadration continue,
elles sont nourries penaant 15 jours par au phytoplancton préalablement
intoxiqué. A ce terme, les moules sont tuédes et condiltionnées pour les
analyses.

La concentration de silicones utilisde a été de 40 ul 171 pour 1le
produit MH 10l et ae 50 ul 1-1 pour le produit B 8884.

- Tranfert au niveau de la chalne pélagique & poissonss:

Le phytoplancton est mis en culture pendant 8 jours dans de l'eau de mer
acditionnde de prodult siliconé; A& ce terme une partie est prélevée pour les
analyses chamiques, l‘'autre partie servant ae milieu de culture aux larves
d'Artemia. L'élevage d'Artemia se poursuit durant 8 jours; & ce terme, une
partie est prélevée, filtrée et analysée, l'autre partie sert de nourriture
auxX poissons planctonophages. Les labres sont maintenus 15 jours en aguarium
et nourris avec le plancton précédemment intoxiqué.

La dose utilisée pour cette chalne a &té de 40 ul 171 pour le produit
ME 101 et de 50 ul 1% pour le produit B 8884.

En effectuant le dosage des produits siliconés pour chaque é€chelon et en
appliquant la formule:

Concentration dans l'unité de poids de l'organisme frais
Concentration dans la méme unité de poids de l'eau de mer.

on obtient le facteur de transfert par rapport a l'eau.
5.4.2 Résultats:

Les résultats pour chaque chaine et pour les deux produits sont consignés
dans le tableau ci-aprés:

CHAINKS Organismes Produit Dose Concentration Facteur de
utilisé expérimentale (ug g'l) concentration
(ul 1-1)

Annélides 50 33,5 0,67
Chalne MH 101

Rascasses 50 27,81 0,55
benthique

Annélides 150 419,3 2,78
4 poissons B 8884

Rascasses 150 36,15 0,24
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Annéliqes 50 33,5 0.67
Chalne MH 101

Crabes 50 323,8 6,47
benthique

Annélides 150 419,3 2,79
a crustacés B 88684

Crabes 150 885,4 5,90

Phytoplancton 40 209,8 5,24
Chaine MH 101

Moules 40 410,9 10,27
néritique

Phytoplancton 50 258,2 5,16
a mollusques B 8884

Moules 50 435,4 8,70

Phytoplancton 40 209,8 5,24
Chaine

Zooplancton MH 101 40 380,0 9,50
pélagique Labres 4u 12,78 0,32

a Phytoplancton 50 258,2 5,16

poissons Zooplancton B 8884 50 554,3 11,08

Labres 50 24,27 0,48

Cette étude de la toxicité induite de ces deux produits nous permet de
constater gue les facteurs de concentration sont dans 1l'ensemble faibles (de
0,24 3 11,1). C'est au niveau des chalnes mettant en présence des organismes

planctoniques que le taux est le plus é&levéd, en particulier pour le
zooplancton et les moules.

Les taux les plus bas se rencontrent chez des animaux benthiques comme
les vers polychétes (annélides fouisseurs) et les rascasses.

Pour les poissons, on observe gu'ils biocaccumulent peu les silicones dans
leur chair, malgré une nourriture contaminée, en particulier leg poissons
pélagiques.

En comparant, pour les deux produits, les capacités d'accumulation par
transfert grfce & une nourriture intoxiquée et les Ffacteurs de concentration
lors des études de toxicité directe, on remargue que:

. malgré des doses expérimentales bien inférieures au seuil toxigue -
donc sublétales - on obtient des taux de concentration trés dlevés (jusqu'a
885 ug g'l poids frais pour les crabes et pour le produit B 8884).

. les facteurs de concentration obtenus sont dans l'ensemble supérieurs 3
ceux gue 1l'on obtient en toxicité directe, & doses égales ou trés
inférieures. Par exemple, 1le crabe (Carcinus maenas) concentre peu les
silicones lors d'expériences en toxicité directe; mis en présence de
nourriture contaminée, sa capacité de concentration devient nettement plus
élevée:
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Toxicité Directe Toxicité induite
MH 101 E 8884 MH 101 B 8884
1000 10000 2000 10000 50 150

al £~ w1171 w117l g1 17l og117t ogr -l

Facteur de
concentration 0,1 0,04 0,43 0,14 6,5 5,9

On peut observer le méme phénoméne au niveau du zooplancton (Artemia
salzina):

Toxicité Directe Toxicité induite
MH 101 B 8884 MH 101 B 8884
66 1000 66 1000 40 50

O Rt T N A SN U A T ST N Rt SN W R R R T

Facteur de
concentration 0,50 0,06 0,86 0,07 9,50 11,08

Il semble donc que, lors d'intoxication & faibles doses par la méthode

des chalnes trophiques, ces composés siliconés soient accumulés d'une maniére
non toxique au sein des tissus des divers organismes marins que nous avons

étudiéds.

5.5 Recherche de modifications tissulaires

5.5.1 Chez les Mollusques (Mytilus galloprovinclalis)

. Intoxication par le produit MH 101

Le produit MH 101 1induit des altérations au niveau de 1'épithélium
palléal: on assiste & un fort décollement associé 3 une perte de la ciliature
superficielle. De méme 1'épithélium branchial est le siege d'une 1intense
vacuolisation. L'étendue et la gravité des atteintes sont variables, en
relatlon avec la concentration de polluant dans l'eau d'dlevage.

. Intoxication par le produit B 8884

Ce produit inauit des altérations au niveau des épirthéliums. On cbserve
une lyse importante mais localisée de 1'épithélium palléal, avec une
augmentation du nombre de cellules mugueuses. L'épithélium respiratoire
présente une intense vacuolisation et un décollement au niveau de nombreux
filaments branchiaux. Ces atteintes diminuent fortement aveCc la concentration

du produit utilisé.

Lors des expériences de dégraaation, les attelntes sont plus légéres (dés
une dégraaation de 24 heures) et correspondent le plus souvent & une
prolifération de mucocytes épithéliaux et sous-épithél:iaux.
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En comparant ces atteilntes avec celles provoguées sur les moules par un
Poly-Diméthyl-Siloxane (PDMS) on constate que les deux exemples de copolyméres
drudiés induisent des altérations moins graves que le produit a base de PDMS.
En effet, le PDMS induit de graves altérations des épithéliums. L'épithélium
palléal présente une lyse et une é&limination compléte au niveau de larges
plages ol 1la lame basale est mise a nu. On observe une vacuolisation et une
lyse compléte de 1'épithélium respiratoire, celui-ci étant presque éliminé de
certains filaments branchiaux. Dans une é&tude précédente (Aubert et al.,
1985; Aubert et al., 1985), le C.E.R.B.O.M. avait déterminé une toxicité bien
plus faible de ce prpdu1t vis-a~vis de la biomasse marine, par rapport aux
deux produits siliconés utilisés dans cette présente étude.

En conclusion, les altérations induites par les produits organosiliconés
MH 101 et B 8884 intéressent particuliérement les d&pithéliums branchial et
palléal et sont directement liées aux doses d'intoxication. Aucune 1ésion
profonde dégénerative et irréversible n'a pu &tre mise en évidence chez les
mollusques 1ntOXigués.

5.5.2 Chez les poissons benthigues carnivores (Serranus scriba et Scorpaena

porcus)

. Intoxication par le produit MH 101

On note, pour les deux especes de polssons, une 1infiltration lipidigue
des hépatocytes, plus fine <chez la rascasse. On observe aussi une
infiltration & cellules rondes du chorion de l'estomac. Chez la rascasse,
cette intiltraton atteint aussi la sous-muqueuse stomachale et les lamelles
secondaires des branchies, et elle est accompagnée, au niveau des sinuscides
du fole, de l'apparition de cellules claires. Chez le serran on note, de
plus, une importante desquamation €pithéliale des caecums pyloriques.

Au niveau du reste du tube digestif, du muscle et du revétement cutanéd,
on n'ohserve pas de différences notables avec les organlsmes témoins.

. Incoxication par le produit B 8884

On observe pour les deux espéces de poissons une fine infiltration
lipidique des hépatocytes s'accompagnant chez la rascasse d'une petite
infiltraton & cellules rondes le long des espaces-portes du foie et de
lt'apparition de cellules claires le long des sinusoides.

Chez les deux espéces de polssons intoxiqués, l'estomac, le reste du tube
digestif, le muscle, les branchies et le revétement cutané ne présentent pas
de particularités notables.

5.5.3 Chez les polssons pélagigues {Crenilabrus oscellatus)

. Intoxication par le produit MH 101

Les organes examinés (branchies, muscle, tégument, tube digestif, foie)
n'ont présenté aucune différence notable avec les organes des animaux témoins.

. Intoxication par le produit B 8884
Il n'a pas été observé de différence importante entre les organismes

témoins et les organismes intoxiqués, ceci pour tous les organes é&tudids
(branchies, muscle, tégument, tube digestif, foie).
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Néanmoins, 1l faut noter gque ces polssons (sauvages) étalent parasités au
niveau des branchies par des copépodes; 11s présentaient aussi des
pseudo-kystes branchiaux. Leur intestin était rempli d'importants vestiges de
nourriture. La pathologire cellulaire que nous avons notde & ces niveaux est
donc présente aussi chez les organismes témolns et n'est donc pas imputable

aux prodults d'expérimentatlion.

6. CONCLUSIONS

En conclusicn de cette é&tude, les deux exXemples de copolyméres de
polysiloxanes et de polyéther que nous avons testés présentent, vis-a-vis de
la biomasse marine, une toxicité peu élevée, car pour obtenlrt uhe
symptomatologie toxique 11 est nécessaire de s'adresser & des doses tres
supérieures a celles qul peuvent se rencontrer dans les processus naturels.

En effet, la valeur des seuils toxigues varie de 50 & 10000 ul 11,
cette valeur élevéde montrant une relative inocuité de ces produits.
Néanmoins, au niveau des organismes planctoniques, c¢es deux produits
présentent des seuils assez bas (66 & 50 ul 17}, ¢e gur induirait un danger
potentiel pour l'écosystéme marin en cas de pollution accidentelle.

En outre, ces deux prodults, de composition chimique et d'utilisation
trés proches, se comportent différemment vis-&-vis des divers organismes
marins: le produit B 8884 est plus toxigue sur les crabes et les é&chelons
planctoniques que le produit MH 101, tanais que ce produit MH 10l a une plus
forte action sur les échelons planctonophages (moules), les vers et les
poissons. De méme, le produit se révelant le plus toxlgue est celui gqui est
le plus accumulé dans les tissus, bien gu'il semble y avoir, de la part des
organismes, une réponse de protection empéchant une trop grand accumulation

dans les tissus.

En ce qui concerne la toxicité induite, ces composés siliconés se
comportent comme des pelluants rémanents. Les capacités d'accumulation sont
alors multiplides par un facteur pouvant aller jusqu'd 150. Mais, il faut
noter, dans ces phénoménes de transfert et d'accumulation, dque ces
concentrations ne semblent pas toxiques, et gu'il n'y aurait donc pas de
transmission d'effets nocifs jusqu'au consommateur final.

Les ©&tudes histopathologiques, quant a elles, montrent que ces deux
composés siliconés ont une action similaire sur les organismes marins
étudids. Cette action se situe sur les branchies des moules et le foie des
poissons benthiques, elle est indétectable chez les poissons pélagiques.
Globalement, aucune lésion irréversible n'est provogquée par l'un ou l'autre de

ces composés.

En conclusion, 1l semble que ces deux exemples de composés
organosiliconéds aient des effets peu toxigues sur la blomasse marine.
Néanmoins, ils induisent chez les organlsmes marins certaines réponses
physiologiques (biocaccumulation, infiltration Llipidique des hépatocytes) gqui

ne gont pas a négliger.
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POPULATION GENETIC STRUCTURE OF MARINE ORGANISMS AS DETECTORS
AND MONITORS QOF MARINE POLLUTION

by
E. NEVO, B. LAVIE and R. BEN-SHLOMO

Institute of Evolution,
University of Haifa, Israel

1. INTRODUCTION

The effects of various pollutants on the genetic structure of marine
crganisms is just beginning to be appreciated (Beardmore et al., 1980; Berry,
1980 and references therein) and critically investigated (Nevo et al., 1977,
1978, 198la, 1981b, 1983, 1984, 1986, 1987; Nevo 1986 Baker et al., 1985;
Lavie and Nevo 1986, 1987;). This situation contrasts with that known in
terrestrial plants, where quick evolution and dynamic genetic differentiation
of populations associated with heavy metal tolerance (Hg, Ni, Pb, 2n, Cu) has
been known for some time (Bradshaw, 1970).

The relatively low concentration of heavy metals in open sea water may be
accumulated in sea bed sediments and in organisms to levels as high as
10%-10% times above the ambient level. Such biocaccumulation may reach
levels unacceptable in seafood and affect critically the activity of enzymes
(Mildvan, 1970; Christensen, 1971/1972), their metabolism (Brown and Newell,
1972; Coombs, 1974} and also cause the evolution of resistance to heavy metal
toxicity (Russel and Morris, 1970; Bryan and Hummerstone, 1973). Therefore it
is of paramount importance to follow the biological effects of heavy metal
pollution on marine organisms and explore the genetic basis of physioclogical
adaptation to toxicity.

Marine organisms have been suggested as bilological monitors of marine
pollution (Bryan and Hummerstone, 1973; Schultz-Baldes, 1974; Disalvo et al.,
1975; Grassle and Grassle, 1976; Phillips, 1976; Akesson, 1980; Battaglia et
al., 1980; Viarengo et al., 1980/1981). The great importance of such
biological monitors notwithstanding, 1t 1s of critical importance also to
utilize genetic monitors. We are interested not only in the toxic and
mortality influences of pollutants on the physiology of organisms but also 1in
the effects of the pollutants on the pattern of genetic diversity within and
between populations, which is the basis of adaptive evolution. The cbjective
of the present study was to assess the effects of inorganic and organic
pollutants on the genetic structure of diverse marine organisms. Our ultimate
goal was to utilize marine organisms as detectors and monitors of marine
pollution. Here we present evidence supporting in principle the idea that the
population genetic structure of marine organisms could indeed be usefully
utilized for safeguarding and improving the guality of the marine environment.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Species tested

The shrimp Palaemon elegans and the marine gastropods Monodonta turbinata

and M. turbiformis are widespread and abundant species of the marine littoral
zone along the Mediterranean coast. These species were c¢hosen because of
their abundance and their small size, which permitted the testing of

relatively large samples.
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2.2 The pollutants

Heavy metals:

Cuclz, chlz, PbCl,, HgCl, and CdCl,

Organic:

Detergent and crude o1il. The nonionic detergent used was the
commercially available Marlophen 89 (Hills, West Germany). This product
is a nonylphenol ethoxylate having an approximate molecular weight of
643, the molar ratio between the ethylene oxide and the nonylphenol being
9.55:1 respectively. This nonionic detergent is of the "hard" type, that
is, resistant to biological degradation.

The crude o0il used ("Sconol 2", obtained from the Israeli Cil Retineries
Ltd. in Haifa) had the following specifications:

Density at 15°C: 0.9152

Distillation Range (%wt): up to 150 ©c, 8.3%; 150~250 Oc, 17.7%;
250-400 ©C, 21.2%; Res. 400 °C, 51.9%

Kinematic Viscosity: at 122°F, 15.88cP.

Total Sulphur (%wt): 1.4

Salt PTB: 11

Water {%V): 0.05

Carbon Residue (%wt): 5.3; Asphaltenes (3wt): 0.8.

2.3 Laboratory experiments

Samples of hundreds of individuals from each of the three species were
collected near Shikmona, an unpolluted site, south of Haifa Bay, and
introduced in batches of 25-150 individuals into partly filled aguaria, of 80
litres capacity (70 x 30 x 40 cm) at the Institute of Evolutien, University of
Haifa. Fresh sea water for the experiments was pumped from 30m depth at the
Shikmona National Institute of Oceanography. Conditions in all aguaria were
identical (22 °c, pH = 8.1, constant aeration and no focod was provided).
The duration of the test varied, depending upon the concentrations of
pollutants (Tables I and II). All tests conducted simultaneously were matched
with one control. Survival in the controls was almost always 100%; otherwise,
all experiments were discarded. The experimental organlsms were observed
daily; dead animals were removed and deep frozen (—SOOC) as were all
survivors at the termination of the tests. Both dead and live animals were
subjected to electrophoresis, 1,692 individuals of P. elegans analyzed for
phosphoglucomutase (PGM) variation and representative samples of 3,672
individuals of Monodonta belonging to the two species, £for phosphoglucose
isomerase (PGI} variation.

2.4 Exploration and verification in nature

We focusea our testing on mercury pollution, because along the Israell
Mediterranean Cocast, the Akko site is highly polluted due to the industrial
discharge, whereas elsewhere along the coast, the waters are relatively
mercury-free,
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Table II

Differential survivorship of PGM allelic isozyme genotypes in the shrimp
Palaemon elegans caused by two heavy metal pellutants (2Zn, Cd).

ZnC12 CdClz

0.12-0.32°g 171 0.04 g 171
Genotype Live (%) Dead (%) Live (%} Deaa (%)
FF 3.60 4.70 4.14 4,54
FM 21.95 19.23 24.83 16.88
F S 8.93 12.03% 11.72 16.23
MM 24,08 24.60 26.590 25.32
M S 30.46 28.41 20.69 22.73
S8 8.81 7.37 9.66 9.09
F+F 0.40 0.00 0.00 0.00
F4M 0.31 0.60 0.69 2.60
F+8 0.00 1.03 0.69 0.00
P45~ 0.14 G.00 0.00 0.00
P S- 0.00 0.20 0.00 0.00
M 5= 0.84 1.45 0.69 1.95
S 8- 0.43 0.00 0.00 0.65
No. of
1naividuals 716 677 145 154
No. of tests 28 6

* p { 0.05 (Wilcoxon's Signed-Rank test)

We tested electrophoretically PGM variation in 341 individuals from seven
populations of the shrimp P. elegans and PGI variation in 192 individuals from
three populations of the marine gastropod M. turbinata. In both species we
compared allozyme frequencies in the non-polluted versus the polluted Akko
site. The mercury concentration at Akko and in two sites north and south of
Akko are given in Fig. 3 (Roth and Hornung, 1977).

2.5 Electrophoretic analysis

Whole frozen animals were homogenized and studied by horizontal starch
gel electrophoresis (Selander et al., 1971). The PGI of Monodonta consists of
two alleles in each species designated S and M for slow and medium in
M. turbinata and M and F for medium and fast migrating allelic isozymes in
M. turbiformis, recombining intc three genotypes in each species. The PGM of
P. elegans consists of five alleles designated 8-, S5, M, F, and F+ for slow,
medium and fast migrating allelic isozymes. These recombine into 15
genotypes, 5 homozygotes and 10 heterozygotes. Genotypic and allelic
frequencies were calculated directly £from electrophoretic analysis of the
frozen live and dead animals.

2.6 Biochemical study of PGM polymorphism

We investigated in wvitro the effect of six heavy metals on the BPGM
extracted from individuals of the six most common genotypes (Pcntecorvo
et al., 1983). The allozymes were partially purified and characterized, by Km
and Vmax values for glucose-l-phosphate (GlP} and glucose 1,6-diphosphate
{(Gl,6P2) and by the activity dependent on pH and on Mg concentration.
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3. RESULTS

3.1 Laboratory experiments

3.1.1 PGI in Monodonta turbinata and M. turbiformis (Fig. 1, Table 1I)

3.1.1.1 Heavy metal pollution

Significant differential survivorship was found among genotypes in all
the pollution tests except for M. turbiformis in 2%n pollution, which was
excluded from Table I. However, survivorship varied among pollutants. For
example, MM, the only genotype shared by both species, was significantly
favoured in Cd but not favoured in Cu in a parallel fashion in both species,
Similar differential selective patterns occurred for FM and MS, The MM
homozygote was by far the most favoured genotype in meost pollutants, whereas
the other four genotypes showed tolerance in only two pollutants each.

Differential patterns of survivorship of heterozygotes also displayed a
parallel genetic pattern in beoth species of either higher ({in Pb and Cu
pollutions) or lower (in Cd, Zn, Hg) viability (Table I and Fig. 1).

The parallel genetic pattern of both species was observed not only in
genotypic, but also in allelic protiles. Selection acted primarily for the M

allele, but even in the only case (Cu) when selection actea against M, the
same trend was observed in both species.

Bach of the five pollutants generates a characteristic response profile
for the five genotypes. For example, Cu 1s characterizea by +(FF, FM, MS, S5)
and ~-{MM). In sharp contrast, Hg 1s characterized by +(MM, FF) and -(FM, MS,
88}, %n in M. turbinata by +(MM, 58) and -~(FF, FM, MS). Thus, the
characteristic response of genotype profiles, associated with specific
pollutants, may prove to be diagnostic for the aetection of specific
pollutants.

The extent of pollution poisoning varied among pollutants, Thus, while
four genotypes were not favoured by Hg, only one was selected against by Cu.

3.1.1.2 Detergent and crude o1l pollution

a) Detergent. The nonionic detergent appears to select against the S8
genotype in M. turbinata. This is true for all six experiments and the result
is significant by the sign test (Siegel, 1956); (P=0.031). It should be noted
that the allozyme S5 which was selectea against in M. turbinata is absent in
M. turbiformis. In M. turbiformis five out of six experiments showed higher
FM frequency among the dead (by the sign test, P=0.218}. Testing the null
hypothesis that there is no differential viability in Monodonta {(including the
two species) due to detergent, the chi square of the combined probabilities of

the two separate significance tests was:

x2 = 9.99; p £ 0.05 (Sokal and Rohlf, 1969)
{4)
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' 1 - Monodonta turbinata

2 ~ Monodonta turbiformis

A~

Frequency of hetrozygotes

Fig. 1 Differential survivorship of hetercozygotes of phosphoglucose isomerase
(PGI) of Monodonta turbinata and M. turbiformis in five pollutants

b) Crude o©0il plus nonionic detergent. In all six experiments of
M. turbinata the MM was higher in frequency among the live, and MS showed a
higher frequency among the dead animals. For M. turbiformis in eight out of
nine experiments there was a higher proportion of FF among the live
specimens. Both results are statistically significant (sign tests, P £0.05).
In the o0il detergent experiments the main effect cbserved was the synergism of
the two pollutants but it is not surprising that, although not significant,
the presence of the detergent is felt, displaying similar trends to those that
resulted from the detergent solution alone: a higher proportion of SS among
the dead in M. turbinata and a higher proportion of FM among the dead in
M, turbiformis.

3.1.2 PGM in Palaemcn elegans (Figs. 2 and 3, Table II)

We found the following patterns of response: FF, MM and FM were not
favoured in increasing Hg concentration; MS was favoured in midranges of Hg
{0.02~0.20 ppm), and MM was not favoured at mid Hg ranges but distinctly
favoured at higher concentrations (Fig. 2). Pollowing are our results
concerning Zn and Cd pollution of the same PGM system (Table II).

The overall allelic frequencies of the 13 genotypes are significantly
different in the 1live and dead animals in the highest Zn concentration,
0.32 gr 171 (chang chi square to X2 = 13.02; P{0.05).
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In both Zn and Cd polluticns, FM was favoured and FS was not favoured.
No distinct differences were found for MS, FF, and MM, but SS appears higher
in the live individuals at the highest Zn concentration. All other genotypes
are too rare to generalize,

3.2 Exploration and verification in nature

The data presented indicate that the heterozygote MS of PGM in P. elegans
and the homozygote MM of PGI in M. turbinata, previously shown to be mercury
tolerant in laboratory experiments, displayed thelr highest frequencies at the
mercury-polluted Akko site {Figs. 3 and 4). Also the most sensltive genotype
MS of PGI 1n Moncdonta displayed its lowest frequency at the same site. We
analyzed the data by focusing on the major comparison between frequencies of
tolerant allozyme genotypes at the Akke site as opposed to all other
non~-polluted sites. The two independent~significance tests (Bailey, 1959),
gave P = 0.089 of Palazemon and P = 0.090 for Monodonta. Each test alone is
approaching significance level. Pairwise comparisons between sites were
insignificant.

We conclude that allozyme frequency distributions found in nature were

consistent with the expectations of labcratory tests. We suggest that mercury
selection operates in nature on allozyme genotypes of these marine organisms

along patterns similar to those found in the laboratory.
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Fig. 2 Differential survivorship of three PGM genotypes of Palaemon elegans
as a function of increasing concentration of HgCl,
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3.3 Bicchemical study (Pontecorvo et al., 1983)

The activity of PGM and PGI was inhibited in wvitroc when the staining
reaction contained the pollutants used in our experiments. This was true both
in Palaemon and in Monodonta. In Palaemon PGM, no significant differences
were found in Km and Vmax values for GlP and Gl,6P2 and in the activity
dependent on pH and on Mg concentration., Instead, the following different
effects on genotypes of the heavy metals tested have been observed:

(i) Cadmium and Copper at high concentration (40 ppm) strongly inhibited
the PGM-M allozyme, whereas in the range of concentration 0.8 - 0.02
ppm they had an activator effect; these two metals did not have any
significant effect on the other allozymes PGM-F and PGM-S;

{ii) Mercury inhibited all the allozymes and the inhibition was dependent
upon the concentration. It is 1interesting to note that the enzyme
from heterozygotes MS was more inhibited than the enzyme from the two
homozygotes MM and SS;

{iii) Zinc at high concentration inhibited mainly the PGM-M allozyme and at
low concentrations had an activator effect on the same allozyme only;

{iv) Lead and Manganese had an inhibitory eifect at high concentrations on
the M allozyme, the only one tested.

Of all the allozymes studied, it i1s mainly the PGM-M which is very easily
modulated by all metals tests. The behaviour of the enzyme from a
heterozygous genotype is sometimes in the same direction as the two pure
allozymes, scometimes intermediate or even completely different. This can be
explained on the basis of different affinity, 1n addition to different
sensitivity, to heavy metals of the two allozymes coexisting in the

heterozygote. In conclusion, these effects of heavy metals in vitro can be
related to the population data and can offer a biochemical basis to the
maintenance of PGM polymorphism in Palaemon elegans.

4. DISCUSSION

If the changes in allozyme frequencies of organisms are indeed sensitive
to and vary adaptively with the level and type of pollutant(s}, as indicated
in the studies reported here, then such changes of resistance to toxicity can
be explored and used as a promising biological indicator of pollution {Luoma,
1977; Battaglia et al. 1980; Beardmore, 1980; Beardmore et al., 1980; Lavie
and Nevo, 1982; Lavie et al., 1984; Nevo et al., 198la, 198lb and 1983).

The results of our pellution studies show positive supporting evidence
indicating that different allelic isozymes in either PGM or PGI display
differential tolerance to specific pollutants {Tables I and II). Thus, for
example, at the PGM locus, MM displays a high tolerance to Hg pollution but a
lower tolerance to 7Zn and Cd. Likewise, at the PGI locus, MM daisplays a high
tolerance to Hg, Cd, Pb and Zn pollution but a significantly low toclerance to
Cu pollution. Similar additional examples are shown in the Tables. These
differential patterns indicate the adaptive nature of the allelic isoczymes
studied, since neither migration nor genetic drift are involved in our
analysis. Conseguently, they provide the qualitative and quantitative basis
for detecting and monitoring marine pollution. Further, genetic analyses at
specifically polluted sites in the sea confirm the patterns found in the
laboratory and biochemical tests unveileg the molecular basis of the selective
mechanisms involved.
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The results of our pollution studies suggest that a monitoring system

based on changes in population genetic structure is not only theoretically
commendable but practically feasible. This conclusion is supported by the
rapid and precise genetic changes that follow the effect of pollution.

Ideally, using in situ populations of different marine species, specific
genetic loci, either saingly or 1in combination, may prove sensitive to
different pollutants and would be easily assayed by relatively quick and easy
electrophoretic tests. Such direct genetic monitoring may become an
indispensable tool, sometimes preferable {(Luoma, 1977) to the chemical ones
used routinely (Toribara et al., 1977) as it alerts us to both the short~ and
long~term genetic changes that populations undergo before their final
extermination as a result of pollution. An extensive and systematic search
for the appropriate enzymatic systems in various sedentary marine organisms
exposed to a varlety of pollutants is therefore of prime importance, It is
urgent to find the optimal species and enzyme variants to assess pollution
effects both quantitatively and gqualitatively and put them into use to
safeqguard the quality of the marine environment.

Frequency of the mercury resistant genotype (MS} along the sea shore
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Fig. 3 Frequency of the mercury resistant genotype (MS) of P. elegans along
the sea shore
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Fig. 4 Frequency of the mercury resistant genotype (MM) and mercury sensitive
genotype (MS) of Monodonta turbinata at the polluted Akko site and at
unpolluted neighbouring sites
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ABSTRACT

Former investlgations concerned physiological and biochemical changes in
representatilve Adriatic organisms under the effect of sublethal concentrations
of phenol, c¢yanides and mercury.

It was snown that grey mullets (Mugil auratus) like other fish are
relatively insensitive to phenol and that obvious harmful effects occur only
1n mg 17+ concentrations. The earliest neurotoxic symptoms were observea in
5 mg phenol 171, The excited phase was rather short but the changes in
plasma were haghly significant, particularly as regards the 1increase of
glucose concentration and GOT and LDH activity.

Acute toxicity tests of simple and complex cyanides proved the developing
embryo of Mytilus galloprovincialis to be the most sensitive test organism.
An increased percentage of abnormalities and retarded growth of veliger larvae
was observed at concentration levels beyonda 6 ug cN~l. The toxic effect was
most pronouncea at the highest temperature,

Pretreatment of the shrimps Palaemon elegans with Se reversed the
toxicity effects of Hg. In the presence of Se, the retention of both
radiocactively labelled mercurial forms (203HgCL2 and CH3HgCl) increased
in the whole body and hepatopancreas. The effect of Hg was also studied on
1solated perfused Carcinus gills. Hg chioride (50 ug Hg l"l) and
methylmercury chloride (5 ug Hg l"l) addea to the perfusion side reduced TBP
from -3 to -4 mV to values <close to zero. Both mercurial forms added
basclaterally haa an effect on chloride 1nfluxes which were reduced to 60 % of
the control wvalues.

The subcellular Hg distripbution 1n Mytilus galloprovincialis was
dependent on the type of tissue and Hg concentration level as well as on the
duration of exposure. The proportions of soluble Hg for gills and digestive
gland were 25-45 % for laboratory exposed mussels and 3-11 % for field
mussels. Of the particulate Hg 1n the cell, the lowest concentrations were
found 1in the nuclear fraction in controls and 1n short-term laboratory exposed
mussels, In contrast, the majority of Hg was bouna to nuclear and
mitochondrial-lysosomal fractions in organs of mussels from Kastela Bay.

The distribution of Hg-binding proteins obtained from gel chromatographed
cytosol demonstrated that, in both labeoratory and environmentally Hg-exposed
mussels, Hg was bound largely by high molecular weight proteins (BMW). It was
found that 70~85 % of total cytosol Hg in gi1lls an 66-76 £ of total cytosol Hg
from the digestive gland was associated with these proteins. The induction of
Hg—-binding proteins in the range of molecular weight corresponding to
metallothionein-like proteins (MLP) was observed in the aigestive gland of
mussels from Kastela Bay and in gills of highly contaminated laboratory
mussels, but they c¢ontained a smaller fraction of total c¢ytosolic Hg. in
control mussels no distinct Hg peak was observed.
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1. INTRODUCTION

The identitication of small morphological, histological, physioclogical or
ethological changes induced in marine organisms is the first but perhaps the
most essential step for understanding the sublethal, long-term effects of
pollutants in the marine environment. The detection of sensitive biochemical
changes, the study of specific metabolic pathways and the related
physiological response to pollution have been recently included in marine
ecotoxicological studies. The present investigations focused maihly oh
finding a satisfactory way to recognize toxicity and the sublethal effects of
cyanides, phenol and Hg in representative Adriatic organisms,

Phenols are responsible for the tainting of fresh~-water fish flesh and at
higher concentrations they act as neurotoxic agents. Data about the sublethal
effects of phenol, particularly on marine organisms, are rather scarce.
Therefore our 1nvestigations dealt with the 1dentification of some
physiological and biochemical changes 1n mullet blood as a consequence of
exposure to phenol.

Cyanlides are the most toxic constituents among several compounds
originating 1n tne waste waters of a petroleum refinery located in Rijeka
Bay. The main purpose of our stuay was to gquantify and compare the toxicity
of free cyanides as well as that of two unstable cyanide complexes of Cd and
Zn on two species of marine 1nvertebrates, in addition to the effect of
different temperatures which could modify the tolerance of test organisms to
cyanides,

Hg 1s regaraed as one of the most dangerous marine pollutants because of
its haigh toxicity and 1ts presence 1n anthropcgenic inputs. Althougn the
toxlicity of Hg tO marine organisms has been extensively studied, the
mechanisms of 1ts toxieity are still unknown. Therefore, our work focused on
the physiological effects, the identification of the presence or the inducticn
of Hg-binding proteins, and the investigation of the subcellular distribution
of Hg in the gills and the digestive gland of mussels.

. 2. MATERIAL AND METHODS

Grey mullets, Mugil auratus Risso, (weight about 125 g, length 22~25 cm)
were used as test organisms. The experiments were carried out 1n a 200 1 tank
at a temperature of 12+0.5 ©C with a constant continuous flowing sea water
system (about 1000 1 a‘l) to which a corresponaing quantity of phenol was
added with a dosing apparatus. Phenol concentration 1in experimental basins
was determined with the aminoantipyrene method (Ochynski, 1960). The number
of heterotrophic "phenolic bacteria" in exXperimental basins was checked with
the inoculation of Bushnel~Heas media containing 150 mg mi~L phenol as the
only source of organic carbon.

Mullets were exposed to various phenol concentrations: 0.5; 5.0¢ 7.5; 1C
and 25 mg mi=i, The exposure time and sampling were determined according to
adcpted concentrations. Blood samples were taken by heart puncture and
several haematolegical and biochemical parameters were measured: haemoglobin
(Hb, standard cyanmethemoglobin}, haemateccrit (Het, in heparinized
microcapillaries), mean corpuscular haemoglobin concentration {MCHC), total
protein in plasma (Biuret method), total lipids in plasma (colorimetric
method), blooa sugar (God-period method), glutamic oxaloacetic transaminase
and glutamic pyruvic transaminase (GOT adn GPT colorimetric method of Reitman
and Frankel, 19537) and lactate dehydrogenase and glutamate dehydrogenase (LDH
and GLDH-activated UV method, Bergmeyer and Bernt, 1974; Schmidt, 1974). The
enzyme activity was expressed as International Units (mU ml‘l).
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Acute toxicity tests of the static type were performed on two species of
marine organlsms, the blue mussel Mytilus galloprovincialis (embryonic and
veliger stages) and a small crustacea called myside, Leptomysis medlterranea
{adulit). Natural sea water was used for acclimatization on testing (s=37-38
10'3, pH=8.2). NaCN nominal concentrations were prepared by successive
dilution of the cyanide stock sclution containing 1 mg CN mi~L, Complex
metallocyanides of Ca and Zn were obtained by mixing approprlate volumes of
the same NaCN stock  solution with  CdClp H,0 or  ZnSO,7H30  stock
solutions., Cyanide determination 1in sea water samples was performed through a
continuous system with an amperometric flow-through cylindrical silver
electrode developed by Pihlar et al. {1979) and Pihlar and Kosta (1980). This
method allows the determination of both free and complex cyanides in waters
down to the ug 171 level. Cyanide concentrations in the test medium were
recorded daily and the median lethal (LCgg) or effective {EC35q)
concentrations were estimated on the basis of average concentrations within a
48 or 96 hr period.

Oxygen consumption of the tested organlsms was determlned in c¢losed
static system (300 ml Erlenmeyer flash with cut glass stopper) during a short
exposure period (6-7 hrs). Oxygen content of the medium was measured by
Winkler titration, while consumption was expressed as ul Oy h-L mc_;"l on
a dry weight basis.

Shrimps, Palaemon elegans, and green crabs, Carcinus mediterraneus, were
collected for experimental purposes on shores of the Adriatic Sea on the
Istrian c¢oast near Rovinj.

The experimental protocol for proceduring with 203HgC12 ana Se has
already been published in detail by Lucu and Skreblin (1981, 1982).

The eftects of the mercurial compounds HgCl, and Ch3HgCL on c¢loride
fluxes and transbranchial potentials {TBP) were studied on 1isolated perfused
Carc¢inus gi1ll preparations. The gills were perfused with diluted sea water
{500 mOsmol 1~1P) 1n a solution iaentical to the external bathing solution.
TBP values were measured with a Xeithley Instrument 601 Elsctrometer, supplied
with Ag-AgCl Ingola electrodes immersea in 3 M KCL and connected by agar
bridges with bathing solution ana gill epithelia. Chloride fluxes were traced
by radioactive 38c1. The methodological description of the gi1ll preparation
was described in detail by Lucu and Siebers (1986}.

Mussels, Mytilus galloprovincialis, used for laboratory exposure to Hg
and also as reference controls, were collected from a cultivation place in
Limsk1l kanal, Istria, Northern Adriatic. In the first laboratory experiment,
mussels were placed 1n an aquarium with flowing sea water (s=38.10"3, t=9+1
Oc} for 33 days and were exposea to 60 ug 171 (nominal concentration)
inorganic Hg. In the next experiment, mussels were exposed to 2.5 ul 171 of
Hg for 4 days (t=13 ©C). For field studies, mussels were sampled from an
area with a known industrial input of Hg, in Kastela Bay, Central Adriatic.
Gills and digestive glands were dissectea and stored deep frozen until
analysed.

For gel chromatoygraphy, tissues were prepared by homogenization in 3 vol.
of ice c¢old buffer (20 mM Tris-HCl, pH=8.6 adn 0.1 mM PMSF) using a glass
homogenizer with a motorizea teflon pestle, ana then centrifugated at 27000 x
g for 1 hr. at 4 °cC.
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For 1i1solation of subcellular fractions, 10 % homogenates of gills and
digestive gland were prepared in 50 mM Tris-HCl, pH=7.5 with 0.44 M sucrose
according to the method of Julsham and Andersen (1983). The nucleus,
mitochondria, microscmes and cytosol were separated by differential
centrifugation (using a Sorwal superspeed RC-2B adn MSE superspeed 40
centrifuges) at 1500, 253300 and 7840000 g min., respectively. Cytoscl was
ultrafiltered by means of a 2000 mol wt cut-off membrane (Amicon, UM-2) for
subsequent chromategraphy.

To cbtain the distribution of Hg-binding proteins, extracts (cytosol) of
gills and digestive gland were analyzed by gel chromatography on a calibrated
Sephadex G-75 column (2.5 70 cm) equilibrated with 20 mM Tris-HCl, pH=8.6, at
a flow rate of 19.2 ml h—l, at 4 °C. Practions of 5-7 ml were collected
and analyzed for Hg, abscrbance at 280 and 254 nm. Total Hg was determined by
the methoa of neutron activation analysis (NAA) or by cold vapor atomic
absorption spectrometry (CVAAS) with amalgamation on elemental gold. Using
the fact that Hg and Se can be simultaneously determinea by NAA, samples of
homogenates and extracts were also analyzed for Se content.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS
3.1 Phenol

It was observed that although a constant dosage was established, the
actual concentration of phenel during the experiments was decreased and after
a few days it had dropped to 50 % of the initial values. This was due to a
rapid proliferation of some "phenolic bacteria"”, which was demonstratea by the
inoculation of water samples from basins containing phenol, into Bushnel-Heas
culture media enriched with phenol only. From basins containing 7.5 mg phenol
1! the number of developing bacterial colonies was about 20 times higher
than the control - phenol free - basinsi these appeared to be the main type ot
microorganism population. It was therefore necessary to measure the phenol
concentration more freguently {twice a day)} and adjust the dosing system in
proportion to pnenol deficiency.

Characteristic neurotoxic symptoms and gross pathology observations in
relation to phenol concentration and exposure time are presented in Table I.
Scon after their introduction into basins with 5 mg phenol 171 mullets were
generally excited: £fast swimming and faster branchial ventilation were
observed, but after less than one day the fish had become conditioned. The
first stage of intoxication: excitation followed by a general depression of
activity, was noted in fish exposed to 7.5 mg phenol 1-1,

Loss of balance, described as the second stage of 1intoxication
{Lukyanenko, 1965) and eventual convulsions as well as progressive lethality
were observed at concentrations of 10 and 25 mg phenol 17+, A few hours
after their introduction into higher phenol concentrations the gills were
evidently damaged and internal hemorrhages with blood coagula in heart cavity,
dark liver and gall bladder were observed. Less severe damage 1involving
swollen and dark green gall bladder, dark liver and anaemic Kidney occurred
also in fish surviving 8 days in 7.5 mg phenol 1-1,

The concentration of 0.5 mg 11 4d1d not induce any evident change 1in
the haematological and biochemical values (Table II), while in fish that were
exposed for 4 days to 5 mg phenol 11 only glucose, LDH and GOT activity in
plasma were increased. The LDH increase was temporary and after 8 days it
returned to the level of the control group., The most obvious alterations were
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Table I

Survival, behavior and gross pathology observaticons on grey mullets
exposed te variocus phenol concentrations.

Phenol Exposure Survival Fish pehaviour Gross pathology
mg 11 % observations
0.5 8 d 100 normal no evident changes
5.0 8 d 160 excited, fast no eviaent changes
sSwimming
7.5 8 d 90 excited, sensitive hemorrhagic opercula,
toc light/later lips, dark liver,

depressed actavity swollen gall bladder,
anaemic kidney

10 5h 75 losing 1nflamed gills
eguilibraium haemorrhagic viscera,
coagula in heart
cavity
25 1 h 50 convulsions, damaged and inflamed
suffocation gills, dark liver and
and decease gall bladder

observed i1n groups exposed for 8 days to the sublethal for concentration, 7.5
mg l'l, as well as 1n the group exposed only for 5 hours to the lethal
concentration, 10 mg phenol l'l, and then transferrea to clean sea water and
successively sampled after 2 and 6 days. In both groups, the haemoglobin and
haematocrit were decreased, while MCHC values remained at the same level as
the control group. It was supposed that a certain number of erythrocytes had
been destroyed and hemoglobin was lost in haemorrhagic organs and tissues and
this was confirmed by gross pathology observations. A decrease in Erythrocyte
was observed also by Halsband ana Halsbana (1963) and by Waluga (1966) after
exposure of trout and sea bream to subtoxic phenol concentrations. Glucose
concentration in the blooca was not altered but significant decreases of
lactate, proteins, total lipids, triglycerides and cholestercl were observed.
Concurrent with the reduction of protein and 1lipid concentration, the enzyme
activity i1n the plasma was generally increased and correlated positively with
both phenol concentration and exposure time. The enzyme activity increase was
observed even when haematological changes were not detected. The highest LDH
activity was measured immediately after the exposure of mullets, but in a few
aays it showed a tendency to recover, decreasing towards the control wvalues.
On the contrary, the GOT activity increased even during the recovery period.
The originally very low GPT activity 1n plasma increased only after a
prolonged exposure (8 days to 7.5 mg phenol l'l) and GLDH activity was also
founa to be 15 times higher than the control group. The observed enzyme
activity increase 1n plasma could be explained as a consequence of enzyme
leaking from the damaged tissues where the enzymes are functionally located as
metabolic activity to compensate for the stress induced by phencl
intoxication, The latter explanation 1s compatible with the decreased
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concentration of proteins and lipids measured in mullet plasma. The increase
of transaminase actaivity was also observed in pike, Esox lucius
(Kristoffersson, 1974), in Notopterus notopterus (vVerma et al., 1981), and in
Leuciscus idus (Tiedge et al., 1986) exposed to phenol. Recently Gluth and
Hanke (1983) found a significant decrease of plasma proteins linked with the
decrease of cholesterol. It 1s not easy to understand such a decrease of
plasma proteins and lipids in fish because their presence and functional
significance has not yet been clearly explained, As the concentration of
lipids decreases at the same time as proteins, plasma dilution with water
could perhaps be expected. But there are several pathological processes which
can also contribute to the decrease of plasma components: renal damage and
excretion through the urine, decreased liver protein synthesis, alterations in
hepatic blood £flow and/or haemorrhages into the peritoneal cavity and
intestine.

3.2 Cyanides

The results of acute toxicity of simple and complex c¢yanides are
summarized in Table III. The developing embryc of M. galloprovincialis (48 h
ECzg = 10.6 ug cN-1-1 1s the most sensitive test organism, being
approxlmately 15 times less resistant than the straight-hinge veliger larvae
of the same species (154 ug ch~-1"1). The elevated cyaniae c¢oncentrations
also produced an over-develcopment of the vegetal part of the echinoid embryos
(Czihak, 1971) associated with the inactivation of the enzyme cytochrome
oxidase responsible for +the npormal function of cell respiration. Toxic
effects of two unstable metallocyanicve complexes of Cd and Zn were comparable
with the toxic response of simple NaCN from the practical point of view (15 ug
cN-1"Y and 11.7 ug cn-1-1 respectively). The myside L. mediterranea was
significantly less sensitive to NaCN (48 h LCgg = 88 ug CN-l—I) compared
to Cd-cyanide (45 ug CN—l“l), probably because Cd i1tself contributed to the
toxicity of the complex compound. Bearing in mind the relatively high acute
toxicity of Cd on L. mediterranea (96 h LCsy = 77 ug Ca 171, Lucu and
Skreblin, unpublished) and the related speciles Mysidiopsis bahia (96 h ILCgg
= 15.5 ug d l-l, Nimmo et al.,, 1977) it seems that Ca 1tself contributes to
the toxicity of the Cd-cyanide complex.

The growth of the primary larval shell of M. galloprovincialis is
represented by its median length as a function of increasing concentrations of
¢cyanides in the test medium (Fig.l). The most pronounced effect on growth was
caused by NaCN beginning with 6.4 ug CN-1~1 which produced a significant
reduction of about 85 % in shell length in relation to the untreated control
larvae (Table IV).

The combined effects of cyanides associated with three different
temperatures on developing embryos of M. galloprovincialis as well as adult L.
mediterranea were expressed as ECgg and the 1increment of larval shell is
presented 1n Table V. The resulting toxic responses are not easy to explain
because the develcpment in the shelled larvae at different temperatures
appears to be a time-dependent process. At 20 ©C it took 48 hours and the
toxic effect was more pronounced than at the two lower temperatures tested.
Embryogenesis took longer at 7 ©C and 14 ©C ana the developing early
stages proved to be more resistant within 96 and 72 hours respectively. A
significantly higher tolerance at lower temperatures was probably associated
with the metabeolic rate decrease but otherwise evaporation of HCN was also
reducea.

Growth inhibition was more pronounced at 20 ©C and 7 ©C than at the
intermediate 14 ©C.
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Table II

Haematological, biochemical and plasma enzyme activity values
in mullet exposed to various concentrations of phenol.

Phenol mg 11 Control 0.5 5.0 7.5 10 25
Exposure time 8 d 4 d 8d 8 d 5 h lh
Sampling time 8 d 4d 84 8 d 2d 64d lh 44d
Haemoglobin 8.9 9.1 8.9 10.0 5.7  5.3<¢ 4.2< 8.8 9.0
(g 100~1 m1) (0.9) (0.4) (0.6) (0.4) (0.2) (0.1) (0.2) (0.6) (0.7)
Haematocrite 36 38 40 48 28¢ 26<  22< 41 37
(%) (5) (1) (2) {4) (3) (2) (1) (3) (3}
MCHC (%) 24 24 22 22 20 20 19 22 25
Glucose 48 43 67> 45 59> 55 50 68> 70>
(mg 100~L1 ml) (8) (4) (10) (1) (5) (10) (7) (11} (1)
Lactate 37 18 12£  11<

(mg 100~ ml) (3) (2) (1) (1)

Total protein 3.5 3.8 3.5 4.4» 1.3¢ 1.7€ 1.8 3.8 3.5
(g 100~1 ml1) (0.3) (G.3) (0.2) (0.5) (0.3) (0.3) (0.3) (0.1) (0.6)
Total lipids 1366 402 555¢ 803< 1400 1004
(mg 100~L1 ml) (456) (90) (113) (150) (180) {365}
Triglycerides 211 59 < 56< 68¢

(mg 100~1 ml) (72) (8) (12) (10)

Cholesterol 180 72<  78< 94< 160 165
(mg 100-1 ml) (28) (12) (15) (18) (12) (ls6)
GOT 14 18 53> 55> 328> 165> 275> 53> 180>
(mU m1™L) {(3) (7) (20) (14) (72) (63) (62) (11) (71)
GPT 3.0 15» 3.2 3.6 3.0
(mU m1-1) (0.4) (3.4) (0.8) (0.2) (0.4)
LDH 85 100 287> 90 127 389> 95 1335 328>
(mU m1-1) (25) (30) (33} (11) (21) (111) (8) (635) (110)
GLDH 60 912>

(mU ml-l) (5.5) (54)

Contrel group 8-10 specimens; phenol groups = 5 specimens; (n) = s.d.;

significantly higher ()») or lower

() from control, p{ 0.01
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Table III

Summarized results of median effective (EC50) and lethal (LC50)
concentrations associated with acute toxicity of cyanides in
the form of simple salts NaCN as well as metallocyanide
complexes. Both values, one estimated on the basis of
ncminal (Mom.) concentrations and the other determined
by the amperometric method (Det.) are presented.

Exposure ECgqg (ul CN 1~1) and 95 % confidence limits
time (h) NaCN Cd-cyanide Zn-cyanide
complex complex

Mussel (embryo)

48 Det. 10.6(10.4-10.8) 15.0(14.5-15.5) 11.7(11.4-12.0)
Nom. 13.5(13.0-14.0) 20,0(19,5-20.5} 20.0(19.5-20.5)
Exposure LCgg (ul CN 1-1) and 95 % confidence limits
time (h) NaCN Cd-~cyaniae Zn-cyanide
complex complex

Mussel (veliger)

48 Det.
Nom. 154(125-190}

Myside {adult)

48 Det. 88 (82-95) 45(39-54) 94(86-103)
Nom, 98(91~105) 65(58-73) 101(91-112}

96 Det. 37(34-41) 21(18-25) 60(49-74)
Nom. 46{41-51) 22(18-25) 79{61-102)}

The adult myside L. mediterranean displayed a similar pattern of
temperature-dependent toxicity. At 24 ©C the toxic response was more
pronounced than at 10 Oc and 17 ©c, which had approximately the same level
cof toxic response. Otherwise, the relatively low resistance of S. gairdner:i
to elevated cyanide concentration added as NaCN into the medium reported by
Doudoroff (1976) was probably associated with the decrease in the
detoxification rate.

Oxygen consumption of test organisms determined by the Winkler method is
presented in Table VI. The estimated values on control/untreated animals were
comparable with the respiration rate of related species (Bayne, 1976; Gaudy et
al., 1980). Short-time exposure to 50 ug CN 171 resulted in a significant
reduction of oxygen consumption by M. galloprovincialis veliger as well as by
L. mediterranea (approximately 65.2 and 64.3 % respectively of the normal
respiration rate of contrel/untreated organisms). At higher cyanide
concentraions of 100 ug CN 171 the effect was even more pronounced. The
reduction of oxygen consumption by the above-mentioned organisms should be
ascribed to the well-known inactivation of cytochrome-oxydase from the
respiratory enzyme system. Evidently, in the developing embryo M.
gallopronincialis the toxic response was not distinctly expressed at 95 %
probability level.
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Fig. 1 Effect of CN~ concentration on growth of primary shell of M.
galloprovincialis larvae in sea-water containing simple and complex

cyanides. Length of 1larvae represents median value with 95 %
confidence interval

Table IV

Effect of cyanides (simple NaCN as well as Cd- and Zn-cyanlde complexes)
on the growth of primary shell of M., galloprovincialis straight-hinge)
veliger larvae after 48 hrs. of exposure at 20 °C. Concentrations
of cyanides were analysed by the amperometric method.

Cyanide Concentration Median length (um) Increment $ of

{compound) {(ug CN 1-1) {95 % conf. limits) of length control
( um)

Control - 110.4 (107.1-112.0) 40.4 100.0
NaCN 6.4 104.3*%(103.8-105.1) 34.3 84.9
8.9 98.8%(98.0-99.9) 28.8 71.3
11.7 88.7%(87.8=-90.7) 18.7 46.3
Cd-cyanide 6.2 105.9 (104.6~109.7) 35.9 88.9
8.0 104.5%(102.9-106.9) 34.5 85.4
10.6 97.7*(97.0~956.7) 27.7 68.6
15.5 90,2%(89.5-91.1) 20.2 50.0
Zn-cyanide 5.9 108.6 (107.9-109.8) 38.6 95.5
6.5 106.2 {105.5-107.5) 36.2 89.6
9.8 102.6*%(101.3~103.8) 32.6 80.7
10.1 91.2%{90,7-92.2) 2l.2 52.5

* gignificantly different from control
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Table V

Combined effects of cyanides added to sea water as NaCN at three
different temperatures on developing embryos of M.
galloprovincialis and adult mysides L. mediterranea.

Temperature Time ECgg or LCgp Length increment

(°c) (h) {95 & conf, lim.) {$ of control)

ug cnN-1-1 10 ug N 11 15 ug cw 1-1

M. galloprovincialis -~ embryonic development

7 96 14.7 (14.1-15.3) 68.2 62.8

1z 72 14.5 (14.0-15.0) 78.1 72.9

20 48 12.4 (12.0~12.8) 72.6 59.0
L. mediterranea - adult

1o 48 75 (67-83)

17 48 61 (53-70)

24 48 43 (38-50)

Table VI

Oxygen consumption in early development stages of M. galloprovincialis
and adult myside L. mediterranea exposed for a 6 to 7 hr. period
to sea water containing elevated CN concentrations.

Concentration Temperature Oxygen consumption % of control
{ug cN 171 (°c) (ul Oy mh~t n=1

M. galloprovincialis (embryo)

control 20 2.8 {(2.2-3.4) 100.0
20 20 1.8 {(1l.3-2. 64.3
50 20 2.1 (1.7~2.5) 75.0
M. galloprovincialis (veliger)
control 20 2.3 (2.1-2.86) 100.0
20 20 2.3 (2.0-2.5) 100.0
50 20 1.5 (l.2-1.7) 65.2
100 20 1.0 (0.6-1.4) 43.5
L. mediterranea (adult)
control 23 4.6 (4.1-5.1) 100.0
50 23 3.5 .0-4. 76.1
100 23 2.8 (2.5-3.1) 60.9
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3.3 Interaction of Hg and Se in shrimps

Experimental aata indicate that the percentage survival of shrimps
pretreated for 72 hrs., 1n sea water with 5 mg SE J.'l before exposure to
HgCly; was siynificantly increased comparea to control animals that had not
been pretreatea. The results were compatible with the cumulative mortality
delay for the shrimps Palaemon elegans pretreated in 3.99 and 17.5 mg Se
17+, and compared wlith the single Hg treated group. The increased binding
of the high molar ration (Se/Hg=l) was evident (Lucu and Skreblin, 1982).
Following Hill (1974) we assumed that the reversal of Hg and Se toxicity
occurred through the formation of mercurial~selenite complexes which do not
react with sulphydril groups in the same way as mercurial or selenite 1ons
alone.

A single dose of Hg chloride or methylmercury from 0.0025 to 0.025 umol
Hg g“l fresh weight was intramuscularly injected into the control shrimps
and the group of animals previously treated with equimolar Se concentratlons
(1n Se aioxide form). The specific radiocactivity of Hg in the whole bcdy
and the hepatopancreas was significantly different in the Se pretreated group
than in the control group.

3.4 Effects of Hg on TBP and Ci- fluxes

After the aadition of 5 ug Hg (CH3HgCL) on the basolateral membrane
side of the Carcinus gill preparation, TBP values were 1ncreased from -3.5 mV
to a value close to zero. However, 10 times higher Hg2+ concentraticn of
HgCl, effected saimilar changes in the TBP values as in the case of gills
treated with methylmercury (Lucu and Siebers, 1986)., TBP has been described
as an active potential generated by uneqgual distribution of 1onsg, i.e. Na*
and Cl-, a conseguence oOf actlve transport processes. A similar effect of
cu?*t on the reauction of positaively chargea potentials (polarity in the
perfusion side in reference to the bathing solution) of a similar magnitude
and reversal polarity te the results obtained on the perfusea Carcinus gill

preparation has been described for teleostean gills by Stagg and Shuttleworth
(1952).

Both mercurial compounds inhibited chloride influxes and values were
57-60 % of the control values. Chloride £fluxes were alsc inhibited by
gspecific inhibitecr cuabain (Lucu and Siebers, 1986). We assume that Na/K
coupled Cl- absorption 1s a secondary active transport, whereby energy for Cl-
transport was apparently provideda by a counter ion. Therefore, Na/K exchange
sensitive toc ouabain which in the present case is aamaged by mercurial
compounds may affect hypothetical KCl transport mechanlisms located on the
basclateral membrane side. Further ainvestigations using this technique could
proviae us with knowledge about the mechanisms of Hg interaction with 1onic
regulatory processes 1n marine Organisms.

3.5 sSubcellular distribution of Hg ana Hg-binding proteins in gills and
digestive gland of the marine mussel, Mytilus galloprovincialis

Hg ana Se concentrations 1n homogenates ana extracts (cytosol) of gills
and digestive gland of mussels from field and laboratory experiments are
compared in Tables VII and VIII.



- 62 -

The results obtained from the first experiment (February 1984) showea 2
surprisingly low percentage of Hg extraction (3-4 %) for both mussel organs
from the natural environment (Limski kanal and Kastela Bay). In the case of
laboratory exposed mussels, the extraction percentages were 10 times higher
(34-44¢ %) for both tissues. Se extraction from gills and digestive glands
containing natural levels of Se was similar for all investigated groups and
was on an average 45 % (Table VII).

Table VII

Hg and Se concentrations determined by NAA in homogenates and supernatants
(cytosol) of gills and digestive glands of mussels. 25 % homogenates were
prepared in 20 mM Tris-HCl, pH=8.6 with 0.1 mM PMSF. Supernatants
were obtained by centrifugation at 1620000 g min.

Sample Hg % Se %
(ug g-1) extinct. (ug g~1) extinct.

Control organisms (Limski kanal, January 1984)

Gill homogenate 0.08 0.33
supernatant 0.003 3.8 0.13 39.4

Mugsels from natural contaminated area (Kastela Bay, December 1983)

Gill homogenate 2.07 0,11

supernatant 0.08 3.9 0.05 45.5
Digestive homogenate 3.83 0.27
gland supernatant 0.16 4.1 t.09 33.3

Laboratory exposed mussels (33 days, 60 ug hg l"l, February 1984)

Gill homogenate 46,53 0.28
supernatant 20.55 44,2 0.14 50.0

Digestive homogenate 19.51 0.38

gland supernatant 6.72 34.4 0.20 52.6

In the next series of experiments {March, 1985) which were designed to
examine the distribution of the remaining Hg in the cell, almost the same
pattern of Hg extraction was obtained (Table VIII), although a different
homogenization procedure was used.
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Table VIII

Hg and Se concentrations determined by NAA in homogenates and supernatants
{cytosol) of gills and digestive gland of mussels. 10% homogenates
were prepared in 50 mM Tris-HC1l, pH=7.5 with 0.44 M sucrose.
Supernatants were obtained by ultracentrifugation at
7840000 g min.

Sample Hg % Se %
(ug g‘l) extinct. {ug g'l) extinct.

Control organisms {(Limski kanal, March 1985)

Gill homogenate 0.00229 0.02

supernatant 0.0002¢6 11.3 0.05 25.0
Digestive homogenate 0.00588 0.02
gland supernatant 0.00064 10.8 0.0 50.0

Mussels from natural contaminated area (Kastela Bay, December 1983)

G1ll homogenate 0.16 0.06

supernatant 0.005 3.1 0.02 33.3
Digestive homogenate 0.35 0.08
gland supernatant 0.014 4,0 0.06 75.0

Laboratory exposed mussels (4 days, 2.5 ug Hg l'l, March 1985)

Gill hemogenate 0.14 0.10

supernatant 0.064 45,7 0.02 20.0
Digestive homogenate 0.085 0.05
glana supernatant 0,021 24.7 0.02 40.0

It 1s interesting to note that both groups of laboratory exposed mussels
show a very similar percentage of Hg extraction, 1in spite of the great
difference in their tissue burden. On the other hand, comparing tissues with
similar Hg contents (gill; 4 days laboratory exposure, and Kastela Bay,
February, 1985) it can be seen that the extractable Hg in cytosol of
short-term exposed mussels was ten times more than that from the long-term
exposed mussels. It seems that following short-term exposure Hg first enters
the cytosolic compartment of cells. During long-term exposure  the
intracellular redistribution of Hg 1is possible, similar to 1nter-organ
redistribution. It is known that the gills are the primary site of uptake for
Hg, and the digestive gland has a function in trace metal storage. In
accordance with this, Hg c¢oncentrations found in the gills for laboratory
exposed mussels (in both experiments) were greater in comparison with the
digestive gland. Inversely, in natural long-term exposed mussels greater Hg
concentrations were found in the digestive system (Tables VII-IX).
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Hg concentrations in subcellular fractions of gills and digestive gland
are shown in Table IX. The only purpose of this experiment was to give an
approximate picture of intracellular localization of Hg and therefore the
tedious purification and characterization of the subcellular fractions were
omitted. From the results obtained it 1is seen that the subcellular
distribution of Hg depended on the type of tissue as well as on exposure
conditions, and thus it is difficult to generalize about Hg behaviour.
Nevertheless, according to the results obtained it can be observed that
mussels from an unpolluted environment and from short-term laboratory exposure
possessed the lowest Hg concentration in the nuclear fraction, while those
from EKastela Bay had the greatest Hg part associated with nuclear and
mitochondrial~lysosomal fractions (cytosol fractions were not compared).

Table IX

Hg concentrations determined by NAA in gills and digestive gland tissues
ana subcellular fraction expressed in ug Hg 1~ fresh weight.

Control mussels Laboratory exposure Natural polluted area
(Limski kanal, March 85) {4 days, 2.5 ug Hg 1-1) (Kastela Bay, Feb. 85)
Gills, Digestive gland Gills, Digestive gland Gills, Digestive gland
Tissue

0.017 0.064 2.37 0.%1 l.92 6.14

Nuclear fraction
0,027 0.079 3.49 0.94 7.30 7.89

Mitochondrial-lysosomal fraction
0.093 0.152 8.32 3.25 6.77 9.15

Microsomal fraction
0.136 14.04 1.69 0.92 1.65

Cytosol
0.0026 0.006 0.64 0.21 0.05 0.14

The distribution of Hg-binding proteins obtained from gel chromatographed
cytosol of gills and digestive gland are presented in Pig. 2 and 3. Elution
profiles on Sephadex G-75 obtained from all samples had two well-separated
peaks, registering in the UV spectrium at 280 and 254 nm. The fairst
corresponded to high molecular weight proteins (HMW) 80000 Daltons), while the
second corresponds to low molecular weight compounds (LMW <3000 Daltons).

Hg concentrations in fractions obtained from control organisms were very

low (less than 1 ng ml”l) and there were no distinct Hg peaks either in
gills or in digestive gland.

Typical features for all other elution profiles were a significant HMW
Hg-peak and the absence of a LMW Hg-peak (except for highly contaminated
gills). It was found that 70-85 % of total cytoscl Hg from gills and 66-76 %
of total cytosol Hg from the digestive gland was associated with HMW proteins.
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Fig. 2 Sephadex G-75 chromatograms of supernatants of mnussel gills. At
control organisms (Limski kanal, January 1984), B: mussels exposea to
high levels of Hg in natural environment (Kastela Bay, December 1983),
C: laboratory exposed mussels: 1) 4 days, 2.5 ug Hg 171, 2) 33 days,
60 ug Hg 1-1
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In the region of molecular weight corresponaing to metallothiocnein-like
proteins, two Hg-peaks were founa from the digestive gland of mussels £from
Kastela Bay, which contained 34 % of total cytosol Hg., Very little or no Hg
was assoclated with these proteins in other investigated samples (except in
highly contaminated gills where appreciable Hg amounts were associated with
proteins of a wide range of molecular weight).

In the literature, there is insufficient information relating to Hg
subcellular distribution and Hg-binding proteins in marine invertebrates.
Roesijad:r (1982) investigated Hy incorporation into the soluble fraction and
into Hg-binding proteins of gills of Mytilus edulis as a function of time
during 28 days of exposure to 5 ug -1 Hg. According to his observations,
in the early phase of exposure Hg in the soluble fraction was associated
primarily with HMW proteins; then (after Day 4) the inducticn of the
predominant Hg-binding proteins occurred and Hg was incorporated into these
proteins until they became saturated. The next steps were Hg spillover into
HMW protein, saturation of the soluble cytosol fraction and a Hg increase in
particulate fractions. Qur results partially confirmed this idea.
Discrepancies related to the proportion of Hg~binding proteins may be
attributed to different exposure conditions and, in the light of the spillover
hypothesis, to different sampling points in the time seguence.

The importance of the induction of Hg-binding proteins similar to
metallothionein for ordanisms living in a natural Hg-polluted environment is
gquestionable. While these proteins were the pregominant cytosel fractions in
the case of laboratory exposed mussels, they represened only a small Hg pool
in the cytosol of the same species (M. edulis) collectea from Hg-contaminated
areas (Roesijadi et al., 198l). The major fraction of soluble Hg in these
samples was assoclated with LMW substances, in contrast to our results, which
showed that Hg dia not associate with LMW proteins,

Recently reported results on the subcellular Hg distribution in the
marine mammal Monodon monoceros and in the insect Blatella germanica
(Bouquegneau et al., 1985) have shown a similar pattern of Hg aistribution, in
spite of differences in species and in the type of Hg exposure. It was shown
that in the ileum of a subcellular injected insect, 80 % of total tissue Hg
was found by cellular pellet and that most of the cytosolic Hg was associlated
with HMW proteins.

4. CONCLUSIONS

Like other fish, mullets are relatively insensitive to phenol and obvious
harmful effects occur only at mg 171 concentrations. The earliest
neurotoxic symptoms were observed in 5 mg phenol l'l. The excited phase was
rather short but the changes in plasma were highly significant, particularly
the increase of glucose concentration and the GOT and LDH activity increase.

Results obtainea on acute toxicity of simple and complex cyanides proved
invertebrates to be more sensitive organisms than fish which are
conventionally used in aquatic toxicity testing.

The developing embryo of M. galloprovincialis was the most sensitive test
organism as it was evident in increasea percentages of abnormalities and
retarded growth of veliger larvae at a concentration level beyond 6 ug CN-
17*. At the highest temperature toxic effects were more pronounced. Oxygen
consumption of exposed organisms measured in a closed system was a less

gensitive parameter, showing a significant reduction at 50 ug CN- 1L,




- 68 =~

According to the Yugoslav regulations dealing with the protection of
surface waters, the maximum allowable concentraticns for the Adriatic should
be 10 ug CN- 171,  In that respect our results may contribute to a better
evaluation of a more realistic limit of c¢yanide "safe concentration®.

Hg 1nteraction (HgCl, and CH3HgCL) with Se (5605, Nay5e03) in
the shrimp Palaemon elegans and the effects of two mercurial forms on
transbranchial potentials (TBP) and Cl - £luxes in isclated Carcinus gill
Preparations were studied. Pretreatment of shrimps with Se reversed tne
toxicity effects of Hg. In the presence of Se, the retention of both

radioactively labelled mercurial forms (203HgCl,), and CH3HgCl) in the
whole body and the hepatopancreas increased. The effects of Hg on the

isolated Carcinus gill preparations perfused with diluted sea water identical
to the bathing solution were studied. Mercuric chloride (50 ug Hg 1~1) and
methylmercury chloride (5 ug Hg l“l) added to the perfusion side reducing
TBP from -3 to -4 mV to values close t¢ zero. Both mercurial compounds added
basclaterally had an effect on chloride fluxes which were reduced from 57-60 %
of the control values.

Hg subcellular distribution in the gills and in the digestive gland of
mussels, Mytilus galloprovincialis, depends, in addition to biotic factors, on
Hg concentration levels and on the duration of the exposure.

Mussels from laboratory experiments showed a proportion of the animals
which was ten times higher than that in specimens living 1n Kastela Bay. Of
the cellular particulate Hg, the lowest concentration was found in the nuclear
fraction of the control group and of the briefly exposed laboratory mussels.
In the mussels from Kastela Bay the majority of Hg was bound to nuclear andg
mitochondrial-lysosomal fractions.

The typical elution profile of gel chromatographed cytosol demonstrates
that in all cases of Hg exposure ({laboratory or field) mussels possessed
HMW-proteins which bind a significant proportion of cytosolic Hg. 1In centrol
groups, there were no distinct Hg peaks. Induction of Hg-binding proteins in
the range of molecular weight corresponding to metallothionein-like proteins
was observed in the digestive gland of mussels collected from Kastela Bay and
the gills of highly exposed laboratory mussels contributea only a minor part
of total cytosolic Hg content. According to the results obtained, it appears
that Hg-binding HMW proteins represent a more sensitive resgponse to the
presence of Hg in the environment; thus, further studies are needed in order
to determine its role in Hg metabolism in marine organisms.
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ABSTRACT

The purpose of the research carried out in the last few years was to find
the threshold concentration of Aroclor 1254, which causes alterations in the
physiological parameters of invertebrates. The crustacean decapod Leander
adspersus was consldered because of its abundance in the lagoon of Venice.
Toxicity tests were performed by keeping acclimated adult shrimps in nine
PCB~salinity combinations, ranging trom 10 to 1000 ug 171 pcEs and from
10%/co0 to 50°/c0 salinity. The 96-~hour LCgg ranged from 10 to 100 ug
11 at 50%00 salinity; from 100 to 1000 ug 1”1 at 30°%00 and 10°/co
salinity. Osmoregulaticn measurements, performed after different treatments,
ranging from 1 ug 1-1  pcBs plus clean food to 10 ug 171 pcBs plus
PCB~contaminated fcod, from one week to sixteen weeks of exposure to the
pollutant, demonstrated that Leander adspersus is an exceptional
osmoregulator, both 1n diluted and 1n concentrated sea water. Oxygen
consumption measurements were carried out firstly using the Winkler method.
Then, because of the large individual variability, we usea polarographic
electreds, the same individual acting as 1its own control. While the
concentration of 1 ug l"'l Aroclor did not cause any overt ettect on oxygen
consumption, 10 ug 171 increased 1t significantly, both when shrimps were
transferred from clean sea water to PCB-polluted water and wnen they had been
maintained in 10 ug 17+ PCBs and then transferred into clean sea water for
the oxygen measurements. We observed a significantly higher oxygen
consumption, 1n comparison with the controls, 1in order that the same osmotic
difference between blood and sea water be reached. From the biocaccumulation
analyses it was shown that the concentration ©of PCBs 1n flesh 1is not
proportional to the external concentrations. The concentration in flesh of
Leander adspersus probably depends also on the lipid content.

l. INTRODUCTION

The short and long-term effects of PCB Aroclor 1254 in marine organisms
have been our principal research aim over the past several years. We have
studied the copepod Tisbe bulbisetosa (Dalla Venezia et al., 1981) and the
bivalve Mytilus galloprovincialis (Dalla Venezia et al., 1983) under polluted
conditions, in regard to different parameters such as survivsl, fecundity and
coupling for the first species; survival, hehaviour, bicaccumulation and
oxygen consumption, for the second. Both species proved to be wvery tolerant
to concentrations of 100 ug -1 (Tisbe bulbisetosa) or even 1000 ug 1-1
{Mytilus galloprovincialis) for a periocd of at least one week, at normal
salinity levels (33 tc 35%/00}.

For the present study we chose the crustacean decapod Leander adspersus
(syn. Palaemon adspersus), firstly because it is quite common in the lagoon of
Venice, and seconaly because it has been previously wused 1n similar
experiments with hydrocarbons (Pihl Baden, 1982a, 1982b).
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The aims of the present research were: to test the toxicity of PCBs in
adult Leander adspersus; tc find the threshold concentration of PCBs at which
some physiological parameters, namely oxygen consumption and osmoregulation,
are disturbed; to determine the PCB concentration in the flesh of shrimps

after different exposures and to correlate it with any subseguent
physiological effect.

2. MATERIALS AND METHODS

Adult shrimp Leander adspersus were collected by trawl in a station of
the lagoon of Venice far removed from pollution sources and transferred into
laboratory aquaria ranging from 80 to 160 litres capacity. The aquaria
contained natural sea water at 33 to 35°/00 salinity and at a temperature as
close as possible to the external one. Then the temperature was raisea or
lowered by 1 ©C per day to reach the maintenance cemperature of 18 °C by
using a cryo-thermostat. The shrimps were fed every second day with the soft
parts of mussel (average amount per animal 0.30 g}. The water was well
aerated and filtered. The shrimps were acclimated for at least one week in
these conditions. PCB suspensions were prepared by adding an ethanolic
solution of 10 ug ul"'l Aroclor 1254 to sea water.

In some of the experiments described below, PCB-contamlnated mussels were
used as foed, in order tc increase the level of PCBs in the flesh; they had
been prepared for this purpose by maintaining them for one month at

10 ug 17~ PCBs and analysed in our laboratory. All the experiments were
performed in a constant temperature room.

The specific experiments, the different treatments and the parameters
measured are listed below.

(a) Aroclor 1254 toxicity: this 1is the only experiment where Aroclor was
mixed with 0.2 ml 1-1 Corexit 7664, the well-known oil emulsifier.
This was done in order to obtain a more stable PCB suspension. Groups of
ten acclimated shrimps were distriputed in Jjars containing 3 litres of
sea water at 18 °C and at nine PCB salinity combinations, in the range
10-1000 ug 1-1 pcBs and 10-50°/co salinity, and the controls. Every
second day the water was changed in all the jars, because it was not
aavisable to use filters, since we were working with a suspensicn. The
mortality was recorded over a periocd of nine days.

(b) Acclimated shrimps were kept for one week 1n sea water containing
1 ug 17! pcBs at 18 ©C and 33-35°/00 salinity. They were fed on
wild mussels (PCB: 0.041 to 0.55 ug g‘l wet weight). Five groups each
of ten shramps coming from the PCB-polluted aquarium were aistributed in
as many Jjars containing sea water at 1090, 20°%ceo, 30°9/c0,
400/00, 500/00. The same was done for the controls, After two hours
we used a plastic syringe to take a sample of haemolymph £rom each
animal., Before making the measurements by a Vecgel Osmometer (based on
freezing point depression), each sample was centrifuged at 15,000 «r
min~l for 2~3 min. in order to separate the serum from the clot.

{c) Acclimated shrimps were kept in sea water containing 1 ug 1~L pces at
18 ©c and 33-35°/c0 salinity. The shrimps in the c¢lean aquarium
served as controls, The shrimps of the PCB-polluted aquarium were given
PCB-contaminated mussels as food (PCB: 3.2 ug g“l wet welght); the
shrimps of the control agquarium were given wild mussels (PCB: 0.041-0.55
ug g‘l net wt). After periods ranging £from 3 to 4 weeks, groups of
fifteen adult Leander adspersus, coming both from PCB~pclluted and from
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control aquaria, were distributed indivicually in as many flasks
containing oxygen-saturated clean sea water at three salinities:
10°/00, 30°/co, 50°/co. The flasks were stopperea ana after two
hours the residual oxygen was determined by the Winkler methed. The
difference between the oxygen content in the experimental and the blank
(without shrimp) flasks was taken as the oxygen consumed during the
period (Ansell, 1973). The measurements were repeated at three different
temperatures (10 ©c, 18 ©¢c, 25 ©9¢). Other shrimps maintained in
the same treatment for periocds ranging from 21 to 28 days were
distributed in three jars containing sea water at different salinities
(L0900, 30°/c0, 50°/c0). After two hours, a sample of haemolymph
was withdrawn from each animal using a plastic syringe. This procedure
was repeated at three different temperatures (10 °c, 18 °¢, 25
Oc). Osmolality was determined as was described above.

At the end of each experiment, i.e., after 21 to 28 days of exposure to
PCB suspension and PCB-contaminated feeding, the shrimps were shelled.
The flesh was freeze-~dried, then extracted for eight hours with n-hexane
in a Soxhlet apparatus. The extract was concentrated, cleanea by shaking
with sulphuric acid and subjected to gas-chromatographic analysis. The
results were calculated on the basis of wet weight.

TPaking intc consideration that the large individual variability masked
the small differences 1n oxygen consumption existing between groups
exposed to different salinities or to differently polluted conditions, we
deciaea to use polarographic electrodes 1n order to measure oxygen
consumption. Thus every shrimp acted as its own control. Acclimated
shrimps were kept in 1 ug 17~ PCB suspension and fed on wild mussels,
like the controls. After periods ranging from 17 to 38 days, two shrimps
were chosen every day, one from a PCB-contaminated aquarium, the other
from a control aquarium and put into two 600 ml £flasks containing
oxygen-saturaced sea water at a temperature of 18 ¢ and 25°/00
salinity. Both flasks were stoppered and polarographic electrodes (Orion
and Chemtrix) were 1inserted through the rubber stoppers. Oxygen
consumption of both shrimps was calculated by measuring the decrease of
oxygen concentration in the medium. Oxygen decrease was recorded for
seven hours in two consecutive days, the first at 35°/00, the second at
50°/00 salinity. During the aintervening night the shrimps were
maintained in two separated and aerated jars, one containing clean sea
water, the other polluted sea water at 35°/co salinity.

On the basis of these considerations, two shrimps from an acclimation
aquarium were transferred into two 600 ml flasks containing sea water
gsaturated with oxygen and with the same acclimation salinity and
temperature. Oxygen consumption of each individual shrimp was recorded
for five consecutive days under the same conditions. This served as the
control. In the following five consecutive days, the flasks were filled
with a 10 ug 17— PCB suspension 1n sea water and the oxygen consumption
of each shrimp was recorded, using the method described previously. This
was then compared with the oxygen consumption of the same individual in
clean sea water.

We carried out the same experiment as that described in (c) above, but
using 1instead 10 ug 11 pcBs. The shrimps of PCB-polluted aguarium
were fed on PCB-contaminated mussels (PCB: 3.2 uyg g'l wet weight); the
shrimps of the control aquarium were fed on wild mussels (PCB:
0.041-0.055 ug g“l wet weight). After periods ranging from 70 to 105
days of treatment, two shrimps, one taken from the PCB-treated, the other
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from the c¢ontrol aguarium, were put into two 600 ml f£lasks containing
oxygen saturated sea water at 18 ©°C and 35°/co0 salinity. Oxvgen
decrease was recorded for {two hours by an Omniscribe Recorder. The
flasks were then uncorked and the sea water, containing the shrimps, was
carefully stirred and allowed to regain the consumed oxygen slowly.
After two to three hours the water contained in the flasks was replaced
by oxygen saturated sea water at salinities of 35, 10 or 50%00.
Oxygen concentration recording, as described above, was continued for two
hours. At the end of this period both shrimps were weighed and their
haemolymph sampled by using a plastic syringe. Finally the shrimps were
shelled ana their flesh stored in a £freezer, prior to lyophilization.
The flesh was analysed by gas chromatography. The haemolymph sample of
each individual shrimp was centrifuged at 15,000 min~l for about 2

minutes and the osmotic concentration of the serum, as well as that of
the medium, was measured by means of a Vogel Osmometer.

3. RESULTS

3.1 Toxicity

The graphs in Fig., 1 show the percentage mortality at three PCB
concentrations and three different salinities, and controls, over a period of
nine days. The 96-hour LCgy of Aroclor 1254 in adult Leander adspersus may
be calculated by graphic interpolation and ranges from 10 to 100 ug 17+ pcBs
at 500/00 salinity; from 100 to 1000 ug 17— PCBs at 300/00 salinity as
well as 10°9/co salinity.

3.2 Osmoregulation

In Fig. 2 the results of three experiments are compared. Graph A shows
that the treatment of 1 ug 11 pcBs plus clean food (wild nussels) for one
week does not produce any overt effect on the capability of shrimps for
osmoregulation if compared with the controls. The wvalues referring to

20%/0c and 409/00 are not shown on the graph; however, they agree with the
other values.

Graph B in Fig. 2 (1 ug 171 pees plus PCB-contaminated food for 3 to 4
weeks) and graph ¢ (10 ug 1~1 pcB plus PBCB-contaminated foocd for 10 to 16
weeks) show the tendency of PCB~treated animals to hyper- and
hypo-osmoregulate better than controls.

Table I reports the wvalues of  osmolality measured at nine
temperature~salinity combinations in PCB-treated and control shrimps, It
shows that Leander adspersus is an excepticnal osmoregulator. Its
osmoregulation abkility is almost independent of both temperature and PCB
pollution. In Table I one can also see that the individual variability of
osmotic concentration of serum is rather small and, in spite of this, the
difference between the average osmolalities of PCB-treated and contreols is not
significant.

3.3 Oxygen consumption

The results reported in Table II (Winkler method) and Table III
{(polarographic electrodes) show that the concentration of 1 ug 11 ecBs,
with or without PCB-contaminated food, for periods not exceeding 38 days, did
not cause any significant difference in oxygen consumption between PCB-treated
and control animals. On the contrary the graphs of Fig. 3 show that
individual shrimps consume more oxygen in a suspension of 10 ug 1-1 aroclor
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Fig. 1 Leander adspersus. Three~dimensional graphs showing the toxicity of
Aroclor 1254 at different salinities and at 18 ©C. The length of
exposure (days) is reported on the right of each graph

1254 than in clean sea water, Table IV confirms that 10 ug 11 pCcBs can
increase the oxygen consumption in Leander adspersus. All values referring to
10 ug 171 are higher than those referring to controls: in particular the
difference between the two values at 50°/co is significant (P < 0.05).
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Table I

Osmotic concentration (mOsm kg‘l) of serum in relation to salinity and
temperature. Mean and standard deviations. Treatment: 1 ug 1-1 pcBs
for 21 to 28 days; PCB~contaminated food.

Medium Serum
s°/c0 mosm kg™t Controls n PCB-treated n t Cc
10 282 57%.2 + 52.0 9 607.1 + 47.7 8 10
30 878 631.0 + 51.3 9 710.4 + 93.3 9 10
50 1444 721.4 + 73.9 9 769.6 + 23.9 9 10
10 282 520.6 + 52.9 8 555.6 + 21.8 5 18
30 §78 611.3 + 59.7 7 6066.9 + 6l1.2 7 18
50 l444 777.3 * 93.5 9 723.8 + 84.6 8 18
10 282 567.4 + 32.1 9 571.2 + 21.5 10 25
30 878 663.7 + 33.3 11 643.6 + 30.5 9 25
50 1444 8l6.6 + 44.9 11 824.7 + 46.1 10 25

Table ITX

Oxygen consumption {ug g‘l dry weight h'l) measured by the Winkler method
at different temperature-salinity combinations in groups of five individuals.
Mean and standard deviations. Treatment: 1 ug 11 pcBs for 21 to 28 days;
PCB-~contaminated food.

sC /00 Controls n PCB-treated n t O¢
10 868.3 + 87.5 5 825.9 + 257.3 5 10
30 1180.3 + 28%.6 5 1290.8 * 395.4 5 10
50 909.3 + 183.7 5 875.7 + 174.3 5 10
10 1630.6 + 218.6 5 - 18
30 1779.4 + 612.4 5 - 18
50 1681.1 + 199.7 5 - 18
10 2308.9 + 240.3 5 2118.6 * 490.9 5 25
30 2711.6 + 466.5 5 1907.2 + 955.8 5 25
50 2487.1 * 603.9 5 1968.9 + 350.4 10 25

3.4 Bioaccumulation

Table V reports the three treatments described in Materials and Methods
and the relative cconcentrations of PCBs irn the flesh of Leander adspersus at
the end of each experiment. The PCB concentrations in the contrecls are not
constant, becauge the shrimps used in different experiments were collected at
different times. However, cne can observe that the PCB concentration in the
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flesh of shrimps coming from the second treatment was six times higher than
that of the controls; the PCB concentration in shrimps coming from the third
treatment was only ten times higher than that of controls. This indicates
that the biocaccumulaticn is not proportional to the level and the length of
exposure to Aroclor 1254.

Table IIT

Oxygen consumption (ug g'l dry weight h'l) measured by polarographic
electrodes at 18°C and two salinities in consecutive days on individual
shrimps. Treatment: 1 ug 1~ pcBs for 17 to 38 days; wild food.

Exposure Reference Controls Reference PCB-treated
days no 35% /008 50° /005 no 359 /008 50°/008
17 1 2175.3 1977.5 7 1106.1 663.6
24 2 1977.3 1258.3 8 1468.8 856.8
29 3 1660.6 1107.1 9 2429.2 1670.1
31 4 1522.1 1343.1 190 3742.8 1981.5
36 5 2813.7 2110.3 11 1740.4 1160.3
38 6 2950.1 1659.4 12 1601.5 800.7
Mean 2182.7 1576.0 2014.8 1188.8
s5.D. 589.0 407.1 951.6 528.7

Table IV

Oxygen consumption (ug g'l dry weight h~1) measured by polarographic
electrodes at 18 ©C in individual shrimps exposed to different
salinity sequences. Treatment: 10 ug 1-1 pcBs for 70 to
105 days; PCB~ contaminatea food.

Controls 10 ug 171 pca

Ref.35%/0c0 35°/00 10°/00 50°/00 Ref.35%/co0 359%/cc 10%/co  50°/c0

aA; 1169 1101 By 1479 1480

A, 1200 1585 By, 1499 2120

a3 1216 791 By 1504 1282
Ay 863 880 By 1510 1510

Az 1114 919 Bg 876 923

Ag 830 683  Bg 1015 1291
A7 840 821 By 1490 1460

Ag 800 943 Bg 1452 1277

Ag 801 741 By 667 740
Ajg 1394 1400 Blg 2351 2350

Aj; 1088 1462 By 857 1178

Aj, 1875 193 By, 2375 1465
X 1099 1051 1227 602 X 1423 1700 1375 1195

sb 315 262 346 276 Sp 535 434 519 314
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Table V

Bioaccumulation of PCBs 1in the flesh of shrimp Leander adspersus kept in
agquarla under different regimes. T = 18 ©C; S8 = 33-35°/co0.

Treatment Exposure Bioaccumulation
(weeks) ug h~L wet weight

1 ug 171 pcBs

fooa: unpolluted mussels 1 -
containing 0.04~0.06

ug g‘l wwt

1 ug 17t pcBs
food: PCB-polluted mussels 3 -4 0.69 - 0.79
containing 3.20 ug g‘l Ww

controls 3 -4 0.09 - 0.15

10 ug 171 pcBs

food: PCB-pclluted mussels, 10 - 16 2.97
as above
controls 10 - 1o 0.31

4. DISCUSSION

The purpose of this research was to find the threshold concentration of
Aroclor 1254 that causes changes in the physiological parameters of Leander
adspersus. The concentration of 1 ug 17~ PCBs did not produce any effect on
the parameters observed, even 1f 1t was two to three orders of maghitude
higher than the environmental concentrations (Elder, 1976; Elder and
Villeneuve, 1877; Picer and Picer, 1979; Fossato et al., 1982; Fossato, 1983).

The results obtained with 10 ug 11 Aroclor 1254 show that this
concentration did not cause any negative effects except for an increase 1n the
oxygen consumption both 1n animals exposed to the pollutant for a long time
{(Table 1IV) and in animals abruptly transferred £from clean sea water to
10 ug 11 aroclor (Frg. 3). Similar results on oxygen consumption were
obtained by Vernberg et al. (1978} in Uca pugilator, exposed to 50 ug s
PCBs and by Dalla Venezia et al. (1983) in Mytilus galloprovincialis exposed
to 100 ug 1L pces.

In respect of osmoregulation, our results confirm the work of Roesijadi
et al. (1976) on the grass shrimp Palaemonetes pugio. They found that
exposure to sublethal and 96-h LCsg (60 ug 171) levels of Aroclor L1254 did
not seriously alter osmotic concentrations in adult shrimps. As for
biocaccumulation, in the experiment in which adult shrimps had been exposed to
1l ug 171 Aroclor for 3 to 4 weeks, the PCB concentration in the f£flesh was
gix times higher than in the controls; in the experiment in which the shrimps
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Fig. 3 Leander adspersus. Decrease with time of dissolved oxygen in clean
sea water (dashed line) and in 10 ug 11 pcBs suspension (continuous
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text).
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had been exposed to 10 ug -1 Aroclor for 10 to 16 weeks, one might expect
the PCB concentration in the flesh to be at least sixty times higher than the
controls. On the contrary the results showed that it was only ten times
higher than in the controls. This suggests that the concentration probably
reaches a maximum value which depends more on the lipid content of flesh than
on external PCB concentration. As for toxicity, the 96-h LCgy of Aroclor
1254 for Leander adspersus of the lagoon of Venice is more than one order of
magnitude higher than the lethal levels reported in US EPA (1980) and Ernst
(1984) for other species of shrimps. Fig. 4 summarizes well the effect of the
concentration of 10 ug 11 aroclor 1254 in Leander adspersus. This graph
demonstrates that the treated animals osmoregulate as well as the controls,
but they need more oxygen than the controls in order to maintain the same
osmotic difference between serum (haemolymph) and medium (external sea water).

5. CONCLUSION

The results of this research demonstrate that 10 ug 171 pcB Aroclor
1254 may be considered as the minimal concentration of PCBs in sea water which
produces measurable effects on Leander adspersus. among the different
parameters taken 1into consideration, oxygen consumption proved to be the most

sensitive.
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Fig. 4 Leander adspersus. Oxygen consumption (mg g'l dry weight h"l) as a
function of osmotic difference between internal and external media for
PCB-treated (full circles) and for control individuals (open circles)
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ABSTRACT

Previous investigations into the accumulation of toxicity levels of
pollutants and the study of their bicaccumulation processes 1n coastal marine
organisms were continued.

The sea urchin (Paracentrotus lividus Lam.} sperm motllity test was
elaborated 1in detail and successfully used to calculate the effective
concentration (ECg3) for pentachlorophenol (PCP). The values obtained
(0.73 mg PCP 1’1) agree with the previously elaborated embryo toxlcity tests
(6.42 mg PCP 171). Both methods can be used in sea water toxicity testing.
A decreased sperm motility was also demonstrated in relation to the presence
of Cd in sea water (10-1000 ug ¢d 171).

The pretreatment of the shrimp Palaemon elegans with selenium resulted in
reduced accumulation and slightly increased retention of 203Hg in the
hepatopancress, while the pretreatment of adult mussels (Mytilus
galloprovincialis) with cadmium did not affect the accumulation of 65Zn and
109¢cq in veliger larvae.

Methods for the determinaton and quantification of metallothionein-like
proteins (MLP) as indicaters of metal pollution in marine orgahisms were
improved further. Heat treatment of crude homogenates (10 min. at 70 ©C) is
the most efficient method for total MLP determination, whereas the application
of the protease inhibitor method (PMSF) may be more advantageous 1in
physiological studies for certain metals because of the lower risk of metal
redistribution.

1. INTROLUCTION

Northern Adriatic c¢oastal and offshore organisms are subject to
continuous and progressive exposure to toxic elements and organic compounds
that may induce physioclogical dysfunctions and biochemical alterations in
single specimens, but also endanger life and lower the survival capacity of
whole populations and communities. Previous results indicate that the actual
and potential pollutants are mostly related to the presence cof mineral oils,
biocides such as PCB and PCP, and that, among heavy metals, Hg, Zn and Pb are
the most critical. In order to obtain a more precise evaluation of
predictable environmental conditions, detailed research on toxic effects of
Hg, Cd, Zn and PCP on representative Adriatic organisms was carried out.
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2. MATERTALS AND METHODS

Dry sperm was collected from mature male gonads of the sea urchin
Paracentrotus lividus Lam. and, just before use, was diluted with filtered sea
water (Millipore 4 u) to obtain a suspension of about 3-5x10% spermatozoids
ml™ . The optimal spermatozoid concentration was established by measuring
the optical density of the prepared sperm suspension and the respective
proportional dilutions and compared with the actual number of spermatozoids
counted with a haemocytometer. Optical density was measured with a standard
spectrophotometer in a 1 cm cuvette at 540 nm and compared with a sea water
blank.

The effects of Se on the uptake of 203Hg from sea water and on Hg
release from the organisms were investigated in the shrlmg Palaemon elegans in

laboratory conditions. The accumulation of Hg chl o NEN) was
gerformed in glass beakers containing 2 1 aerated sea water (12 C), 5.6 kBg
O3Hg m1™t (specific activity = 44.8 kBg ug l) and 9-12 specimens

(0.75~-0.20 g) each. Two groups of shrimps were used: one was kept for a month
in running sea water containing 300 ug Se l'l, while the other acted as the
control. Following the 86 hours of 2 3Hg bicaccumulation phase, both groups
of shrimps were transferred to clean running sea water to measure the loss of
the incorporated 203Hg. Radiometric determinations were done on a Nuclear
Chicago gamma scintillation counter connected to a Hershaw well type crystal.
Total Hg and Se were determined simultaneously by NAA using a volatilization
technique (Byrne and Kosta, 1974) after samples had been irradiated at a Triga
Marck II reactor of the "Jozef Stefan" Institute, Lzubljana.

The bicaccumulation of radiotracers 109¢q and 63zn in the
straight-hinge veliger stage of Mytilus galloprovincialis larvae within 48
hours of embryonic and early larval aevelopment was also investigated. The
experiment was performed by using 4 cultures of previously filtered and UV
sterilized sea water (5 1 glass containers). The culture medium was also
enriched with 100 ul of diluted isotope stock solutions to attain 4.4 kBg
109¢cg m1~! or 1.5 kBg 652n m1~l. Both radiotracers were added to
medium number 3. Twenty hours later an aliquot of M. galloprovincialis
fertailized eggs was added to cultures numbers 1, 2 and 3, to obtain a density
of 50-~100 eggs ml~l in the meaium. One culture (No. 4) was previously
pretreated with stable Cd via a 3~month exposure of adult mussels to 0.1 ug Cd
mi™l in order to accumulate 9.2 ug ¢4 g"l in ripe eggs (wet weight).
Following 48 hours of development the larvae were transferred by means of a
50 um plastic net into clean sea water for one hour to rinse the surface
activity. Radicactivity was measured on a gamma-spectrometric analyzer.

The determination of metallothionein-like proteins was carried out
through a comparison of three different methods with regard to pretreatment of
the sample prior to application on a chromatograhic column., Tissue extracts
of M. galloprovincialis digestive gland were prepared from mussels exposed to
acute intoxicaton (1.3 ug Cd ml~L during 7 days). They accumulated 63.7 ug
cd g‘l {(wet weight). The tissue was divided into two portions which were
subsequently subjected to different procedures (Webb, 1972; Olafson et al,,
1979; viarengo et al., 1980) according to the scheme shown in Fig.l. The
columns (Sephadex G-75: 77 2.5 cm and 65 2.4 cm) were calibrated with protein
standards of known molecular weight. Cd concentrations in fractions were
analyzed with direct aspiration by wusing a Vartan atomic absorption
spectrophotometer (flame technique).
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TISSUE (digestive gland)

TRIS-HC1
pH 8.6

I II + PMSF

homogenization

HOMOGENATE HOMOGENATE
I
UNTREATED 70° ¢, 10 min

centrifugation (27 000 xg, 1hr)

l

SUPERNATANT SUPERNATANT SUPERNATANT
. @ T
I centrifugation
3°¢c, 1hr (27 000 x g, 15 min)

4 \

Fig. 1 The procedural scheme of the first experiment performed on the
digestive gland of M. galloprovincialis exposed to 1.3 ug Cd ml™t in
sea water during 7 days, showing the different steps at which the
preliminary treatments of tissue were applied. The resulting samples
(IA, 1B, 1B-t, IIA, and 1IIB) were ready £for application to the
Sephadex G-75 column
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Pentachlorophenol ~ sea urchin sperm motility test

The basic principle of the sperm motility test 1s related to the positive
geotoxic reaction of the swimming spermatozoids that in a low centrifugal
field tend to move in a centrifugal direction while the immotile sperm cells
exhausted by stress or by ageing remain in supernatant suspension. By
measuring the changed optical density of the supernatant the relative
concentration of immotile sperm cells can be calculated ({Nelson, 19723 Dunham
et al., 1982).

Results are presented in Fig.2 and since they are distributed 1n an
exponential pattern, for routine calculations the lower portion of the curve
was used, because in the range between 0,200 tc 1.000 extinction units it
satisfies the linear regression equation with a very high correlation and
level of significance (Fig.3).

Different PCP concentrations (0.125-8.00 mg PCP ml‘l) were 1inoculated
in _tubes, each containing 5 ml ©f sperm suspension (3-5X106 spermatozoids
ml 7). The tubes were shaken with a vortex and incubated at 20 Oc. after
15 minutes 1 ml aliquots were transferred into graquated centrifuge tubes,
diluted to 10 ml and centrifugated for 10 minutes at a speed corresponding to
about 100 g. Optical density was measurea in the upper 2 ml supernatant of
each tube. The results were then expressed as percentages of the control
group (Table 1I), and finally the effective concentration (EC5g) was
calculated on the basis of the probit/concentration regression equation
(Fig.4).

The motility of spermatozoids was evidently depressed by
pentachlorophenol and ECgg was 0.73 mg PCP m1-1. This value was higher
than the mean value obtained by measuring the depressed activity of GOT and
GPT and the reduced echinochrome production (0.42 mg PCP ml‘l) in the
developing embryos of the same sea urchin species (Ozretic and
Krajnovic~Ozretic, 1984). But the differences, tested on the basis of their
respective correlation coefficients, were not statistically significant (Table
II).

The sperm motility test will be further elaborated and tested in relation
to other actual pollutants; it could then be used as a rapid biocassay

procedure to test and quantify the toxicity of polluted sea water.

3.2 Effects of Cd on sea urchin spermatozoa

The swimming speed of sea urchin spermatozoa was decreased in Cd enriched
sea water (Table IV}). Sperm suspended 1in sea water with 10-1000 ug cq2*
showed motility inhibition from 30.9 to 85.0% of the control group.

Many factors that can affect sperm motility have been identified, such as
changes in 02/C02 tension, pH, osmotic concentration 1n sea water etc.
Sea urchin spermatozoa move in wvigcorous circles until they make contact with
an egg. It is well known that the boring movement of spermatozoa is a
prerequisite to fertilize a sea urchin egg. The movement of sea urchan and
mammalian spermatozoa is influenced by the interaction between the sperm cell
components and environmental factors. We have therefore proposed a sensitive
tool to study the effects of heavy metals on the swimming speed of sea
urchins, which is in direct correlation with the success of fertilizatien.
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Fig., 2 Concentration of spermatozoids in relation to the optical density of
sperm dilutions measured at 540 nm
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Taple I

Paracentrotus lividus: PCP sperm motility test. Percent motility in

relation to the control group {+ s) calculated from 6 experiments
and the respective probit values.

Control PCP (mg l"l)
0.125 0.250 0.500 1.00 2.00 4,00 8.00

mean % 100 102 93.7 73.4 3l.1 7.3 4] 0

+ s - 5.6 11.5 15.0 20.2 10.7 - -

probits - - 6.53 5.63 4.51 3.55 - -
Table II

Paracentrotus lividus: ECgy values calculated on the
basis of the embryo toxicity test (E)
and the sperm toxicity test (S).

N ECgp r o Zr
Embryo
test E 29 0.42 ~0.877 0.01 1.354
Sperm
motilicy S 19 0.73 -0.923 0.01 1.610
test
4rg — arg 1.354 ~ 1.610

tpog < e e e e . e e e = 0.806

1/Np=3 + 1/Ng~3 1/26 + 1/16

The above value being 0.806, then 1.96 which was the difference between E
and S, was not significant.

N = number of records; ECsg = effective concentration (mg PCP l'l);
r = gorrelacion coefficient; p = significance; Zr = Fisher's transformation of
r to z; t = test of significance.
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3.3 Bileaccumulation of mercury cadmium, ana zinc

In the present stuay which concerns the effect of Se on accumulation of
203Hg from sea water, a slgnliicantly reaucea uptake of 203Hg from sea
water was observed durling the first 36 hours 1n Se pretreated shrimps (2.
elegans) if compared with the control group. This phase was followed by a 24
hours. accumulation, where the differences between the two groups disappeared
and finally, in the £inal 24 hours. pericd of biocaccumulation, a steady state
was reached in the control group, while a decline of the concentration factor
was observed 1n the pretreated group (Fi1g.5). These data suggest that the
interaction of Hg and »e 1in an organism is a time-dependent process and
consequently diifferent results may be expected at different uptake intervals.
In this context, our results agree with those of Kim et al. (1977) who found
that fish which were pretreated with Se accumulated significantly less Hg than
those which were not pretreated. Rudd et al. (1880) suggested that an
elevated concentration of Se 1n an experimental aquatic ecosystem appeared to
retard the rate of Hg bicaccumulation by £ish and crayfish.

The results of the 203Hg loss experiment are expressed as a percentage
of the retained 203Hg in an organism and are presented in Fig. 6. The
statistical analysis indicated that the differences between the two groups
were not significant at p=0.05. On the contrary, a significantly decreased
release of 203Hg as compared with the control group was observed in Se
pretreated P. elegans, when shrimps had been successively 1njected with 5e0O;
and 203ggcl. 1If we compare the two experiments we can aceduce that the lack
of effect in the present study 1s probably due teo the difference in the intake
route of the elements.

The relations of percentages of Hg retainea in the shrimp tissues in the
presence of Se and single Hg group for 203HgC12 anda CH3203HgCl forms
are presentea in Table III.

In the presence of Se (0.0025 umol Se), the retention of both
radicactively labelled mercurial forms increased 1n the hepatopancreas. Cn
the contrary, no effect of Se treatment on Hg depuration kinetics was observed
on muscles. We believe that the main route of the Se-~Hg release in shrimps
went through the permeable membrane barriers of the gills and to a lesser

degree through urine ana faecal pellets. Both elements may compete for the
same catrrier protein at the internal transport site.

The accumulation of radiotracers 10%Cd and 652n which was recorded at
the time of completion of the straight-hinge veliger larvae formation of M.
galloprovincialis is presented in Table V. Concentration factors show that
the uptake of Zn (FC=404) was a more rapid process related to Cd (FC=172).

The markedly higher accumulation level o©of Zn compared to Cd may be an

additional argument supporting our earlier results, associated with an
unexpectedly low tolerance ot Zn (30 times) 1in comparison to Cd observed in

this particular phase of early development.

In developing embryos which were simultaneously exposed to 65zn and
long (culture No 3} the concentration factors were not significantly
different from the walues related to single metal uptake. Furthermore, the
previcus treatment of gametes with stable Cd via adult organisms did not
markedly contribute to the alteration of the 652n accumulation level
(culture No 4). Apparently, it i1s not consistent with our earlier taindings
that combined Ca-Zn toxiclity is less cumulative or even antagonistic in most
of the testeu combinations.
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Table IIT

Palaemon elegans: Percentage of retained ratioactive labeled 203Hg
(203HgC12 and Ch3203HgCl) in the presence of selenium and single
mercury dose. Mean + SEM. In brackets are the number of specimens
examined. Base level mercury concentration for the tissues was
measured by NAA.

cH3203HgC1 ch3203HgcL 203ggc1, 203pgcl,
+ +
SEOZ 5802
Administered
dose (uM g“l
fresh weight) 0.0025 uM Hg 0.0025 uM Hg 0.025uM Hg 0.025 uM Hg
+ +
0.0025 uM Se 0.025 uM Se
(Hg:Se = 1:1) (Hg:Se = 1:1)
Time (hrs) % of whole body retained 203Hg
24 80.9+4.8 (8) 94.6+4.2 (10) 54.0+43.2 (10) 79.3+4.2 (11)
(p0.05) (P <0.001)
48 83.3+3.6 (8) 98.6+5.6 (10) 47.1+2.3 (10Q) 65.5+4.1 (10}
(p{0.05) (< 0.001)
specific activity of tissue Base level mercury concentration
specific activity of whole body (g Hy g~1 fresh weight)
(Hepatopancreas)
0.09+0.02 (7) 0.20+0.04 0.136+0.024 (12)
(p£0.05)
(Muscle)
0.74+0.26 (9) 0.75+0.33 (9) 0.206+0.024 (5)
(n.s.)
Table IV

Cd effects on sperm motility. Sperm was incubated in variocus Cd

concentrations for 10 min. Cd concentrations in the control sea water
were 0.03-0.06 ug cg2t 1-1. The means ana + S.L. 1n brackets

are the given numbers of measurements.

Cd in sea water Percentage of control
(ug 1-1) motaility
10 85.0+4.92 (6)
50 55.5+2.9 (#6)
100 51.3+4.3 (6)
500 35.2+4.0 {8)

1000 30.9+3.6 (5)
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Zable V

Accumulation of ©5zn and 109%d 1in the straight-ninge veliger of M.
galloprovincialis presented as relative activity of the culture medium
and larvae including accompanying concentration factors (FC).
Additional biological parameters (mean length and weight) of
larvae in each culture were also recorded,

Culture Length Weight Tracer Relative Activity FC
No {um) (um) applied S.W. larvae

1 108.1 0.27 109¢q 0.0443 7.591 171

2 106.4 0.27 65zn 0.0828 33,418 404

3 0.28 108¢4+ 0.0690 10.792 156

6530 0.0600 25.058 414

4* 106.5 0.24 6571 0.084 35.803 423

* gametes pretreated wlth stable Ca

3.4 Metallothionein-like proteins

The present study focused mainly on methodological problems dealing with
preparation of the sample (27000xg9 supernatant) before application on a
chromatographic column (Sephadex G-75)., Our intention was to minimize the
possible breakdown of metallothionein-like proteins (MLP) by application of
the heat-~treatment of either cruae homogenate or supernantant, and by addition
of a strong protease 1nhibitor (PMSF).

Fig.7 gives comparatlve data from 6 Sephadex G~75 chromatograms of
soluble cytoplasmatic fraction from the digestive gland of mussels previocusly

exposed to Cd ana the control group which was not treated with Cd.

Inducible proteins isolated and partially characterized in this study
were consiaered as MLP because of their optical properties (low absorbance at
280 nm related to that at 250 nm) being characteristic of proteins containing
a low level of aromatic amino-acids and Cd-mercaptide bond. Furthermore,
their strong inducibility ana affinity to Cd as well as a remarkable
thermostability (at 70 Oc for 10 min.) were unique characteristics of these
proteins.
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Fig. 6 Elimination of 203Hg from the shrimps Palaemon elegans
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Fig. 7 Sephadex G-75 gel-filtration profiles of 27000 xg supernatants

obtained from M. galloprovincialis digestive gland following acute
exposure to Cd. The diffe_ent preliminary treatments were applied as
indicated on the scheme in Fig. 2:

1. IA, heat-treatment of homogenate (70 ©°c, 10 min.): 2. 1B,
untreated; 3. IB-~t, denaturation of sample IB at 37 °C, 1 hrs
4, PMSF and heat-treatment o©f supernatant; 5. PMSF, alone;
6. control sample untreated with Cd.

Distributions of Cd (o o©), and absorbances at 250 ( ). 280 ( )
and 343 nm { ) are presented. The arrows represent the positions
of standards used for calibration (CH-Chymotripsinogen A M.W. 25000,
MY-Myoglobin M.W. 17800 and Cy-Cytochrome C M.W. 12400)
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4., CONCLUSIONS

The sea urchin sperm motility test was elaborated in detail and was
successfully used to calculate the effective concentration (ECgg) of
pentachlorphencl (PCP}. The values obtained (0.73 mg PCP 171) were in
agreement with the previously elaborated embryo toxicity tests (0.42 mg PCP
17*}). A decreased gperm motility was also demonstrated in relation to the
presence of Cd in sea water (10-1000 ug cd 1-1),

The interaction of Se with Hg was studied in the shrimp Palaemon
elegans, The retention of 203Hg was slightly increased in hepatopancreas of
shrimp previously treated with Se.

The bioaccumulation level of selected trace metals in adult and early
developmental stages of marine invertebrates was influenced by Se pretreatment
203 : ;= . . 65
( Hg in P. elegans) but did not either affect the attained level of Zn
following a pretreatment with €4 or alter the single metal level 1in
simultaneous coaccumulation of ©%zn  and 109q4 (M. galloprovincialis,

straight-hinge veliger).

The comparison of three different methods of isoclation and partial
characterization of MLP indicated that even heat treatment of the crude
homogenate is the most efficient method for total MLP determination, whereas
the application of the protease inhibitor (PMSF) may be more advantageous in
physiclogical studies of a certain metal because of the lower risk of metal
redistribution.
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BIOACCUMULATION ET TRANSFERT D'ALTERAGENE
AU LONG D'UN RESEAU TROPHIQUE COURT

par
R.A. KAIM~-MALKA

Station Marine d'Endoume, UA 41 CNRS rue Batterie des lions,
13007 Marseille, France

RESUME

Les recherches gqui font l'objet de la présente étude sont destindes A
préciser les mécanismes de la biloaccumulation des d€tergents sur deux
organismes : un Crustacé Isopode : l'idotée, et un poisson Scorpaenidae : la
Rascasse, appartenant & un réseau trophlgue existant dans le milieu naturel.

La contamination se fait soit par échanges avec le milieu, soit par
ingestion de proles contamindes. Il est possible ae mettre en évidence la
présence de détergent dans tous les organes des espéces retenues. Chez le
poisson, la voie de pénétration joue un r8le important sur 1'ampleur de la
contamination: la contamination par échanges avec le milieu est toujours tres
supérieure & celle par ingestion de proies contamindes (10 & 20 fois en
moyenne) .

Chez les deux espéces, la cinétique ae la bloaccumulation varie avec
l'organe considéré. Il exlste des sites privilégiés pour le stockage du
détergent tels le systéme nerveux et les gonades gui constituent de véraitables
organes "cibles" pour ce type d'altéragéne et dont l'atteinte peut avoir des

conséguences importantes pour l'individu, mais aussi pour la survie de
1llespéce.

1. INTRODUCTION

Les effets chronigues des détergents ont 8té dtudids au cours de travaux
antérieurs par Kaim-Malka (1980a, 1980c, 1981, 1983), gqul a mis en évidence
les conséquences de leurs actions & long terme sur diverses grandes fonctions
de 1l'idotée, et 1'influence sur la répartition de cette espéce dans le milieu
naturel., Des études similaires sont actuellement en cours sur la rascasse.

En plus des effets provogués, ces recherches doivent permettre de
comprendre les mécanismes de transfert de l'altéragéne au long d'un réseau
trophique, d‘'apprécier 1l'importance relative de chacun aes éléments et de voir
si les effets produits sont de méme nature ou aifférent en fonction du maillon.

Le présent travail vise & préciser les mécanismes de la contamination par
les détergents et a privilégier 1'étude de la bioaccumulation de l'altéragéne
par deux organismes (l'idotée et la rascasse) gqui constituent deux étapes d'un
réseau trophique court existant dans le milieu naturel., La contamination se
fait soit par échanges avec le milieu, soit par l'apport de proies contaminées.
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1.1 Choix du matériel biologigue

Deux organismes ont été retenus:

- Un Crustacé herbivore: 1l'Isopode Idotea balthica basteri qui constitue
un important maillon car il permet la transformation de la matiére
végétale en matilére animale. De nombreuses &tudes entreprises sur
cette espéce en ont fait connaitre la biclogie et la physiologie.
C'est une prole apprécide de la rascasse.

- Un polsson carnivore ¢trés commun dans la région marseillaise et
présentant un 1intérét é&conomigue certain., Il s'agit de Scorpaena
notata, vulgairement appellée rascasse. C'est une espéce qul peut
étre facilement maintenue au laboratolre, qul est assez résistante, et
qui se préte blen au type d'expériences envisagées.

1.2 Choix de l'altéragéne

Le choix s'est porté sur les détergents car 1ls constituent d'excellents
traceurs de pollution d'origine humaine. Il est donc possible & travers cet
altéragéne d'évaluer l'impact de l'activité humaine sur le milieu marin.

2. ETUDE DE LA CONTAMINATION ET DE LA DECONTAMINATION CHEZ L'IDOTEE

2.1 Matériel et méthodes

Le détergent utilisé pour cette série d'expériences est un acide oléique
condensé sur 14 molécules d'oxyde d'ethyléne. Ia chaine principale est
marguée au tritium.

L'expérience a €té mende & 17°C. Plusieurs durdes a'exposition ont été
retenues. Pour chagque duréde, 2 miles et 2 femelles ont é&té soumis au
détergent. A un stade qul se situe entre 12 h et 24 h avant la mue, les
animaux sont placés andividuellement dans 250 cc de solution de détergent
margué & la concentration de 5 mg 171, Ils sont laissés de 24 h & 48 h dans
cette solution ol 1ls effectuent la mue. Ils ne sont pas nourris pendant
cette pérlode. Apreés quol, 1ls sont retiréds de la solution. Certains
individus sont disséqués, les animaux gui restent sont placés pendant 1, 2, 3,
4 semaines dans des bacs contenant 500 cc d'eau de mer sans détergent pour
étudier les phénoménes de décontamination. Pendant cette phase expérimentale,
les animaux sont régulidérement nourris et 1'eau de mer est renouvelée une fois
par semaine. Les 1idotédes ayant séjourné 4 semaines dans l'eau de mer ont
effectué une seconde mue, Aprés ce temps, les animaux sont disséqués, les
divers organes prélevés séparément pour ies mesures de comptage.

Un second volet de l'expérience a consisté & placer dans le tensio~-actif
des animaux gui ont déja effectuéd la mue, et de les laisser pendant 24 h,
48 h, ou pendant une semaine, dans la solution de détergent marqué puis de les
disséquer. Quelques vérifications complémentaires ont ¢€té faites en
soumettant pendant une durée maximale de dix jours des animaux au détergent,
ceux-cl effectuant leur mue dans le détergent.
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2.2 Comptage

Les animaux sont disséqués sans fixation préalable. Cnaque organe est
placé dans une fiole qui contient 0,5 cc de soluéne, puis, aprés 24 h on
ajoute 10 cc d'instagel et le tout est conservé A basse température pendant au
moins 24h. Les fioles sont passées ensuite au comptage. Les résultats
obtenus sﬂ&%ﬁ corrigés en fonction des caractéristiques de 1'appareil et
exprimés en de détergent par gramme de poids frais de l'animal.

2.3 Resultats

2.3.1 Contamination chez les animaux n'ayant pas effectué la mue

Miles (Tableau I)

Chez les animaux placés méme pendant une courte période dans une solution
de détergent, il est possible de mettre en évidence la présence de ce polluant
dans les diftérents organes. La quantité totale de détergent présente,
augmente en fonction de la durée d'exposition. On peut noter deux types
d'évolution selon l'organe étudié:

1) Pendant 48 h, 11 y a une augmentation de la quantité de détergent dans
l'organe; au-deld, cette guantité diminue. C'est le cas des pléopodes
branchlaux, de la téte, de la carapace, des muscles.
la quantité de détergent trouvée dans les pléopodes oranchiaux varie
peu dans le temps. On peut penser gue cet organe, gul constitue une
zane d'échanges avec le milieu extérieur, se met en éguilibre avec le
mifigu et les valeurs mesurées reflétent de cet éguilibre.

2) Il y a une augmentation continue de la quantité de détergent. C'est
le cas de la chaine nerveuse ventrale, du tube digestif, des caecums,
des gonades, du coceur. Un stockage s'opére au niveau de ces organes.
Tant, que l'animal ne mue pas, les guantités présentes ne sont pas
susceptibles de diminuer dans la gonade et la chalne nerveuse
ventrale, alors qu'elles peuvent varier dans le tube digestif et les
caecums (phénoménes d'osmorégulation, stockage, passage tube
digestif-caecums).

Il importe de noter que les guantités trouvées dans les caecums, et le
tube digestif sont égales aux 3/4 de la quantité totale accumulée par les
animaux au bout d'une semaine., Aprés ces organes, c'est dans les gonades que
l'cn trouve les plus fortes concentrations.

Femelles (Tableau II)

Les guantités trouvées sont trés nettement inférieures 3 celles obtenues
chez les mfiles. L'évolution en fonction du temps est différente de celle des
miles. Des mesures effectudes sur des femelles en prémue, éprouvées, pendant
48 h, montrent que les quantités fixées sont égales ou supérieures a celles
notédes pour une semaine d'exposition. <Cec1i est & mettre en relation avec les
échanges qul se produisent a4 l'approche de la mue, Les mesures faites sur la
gonade et les oeufs révélent qu'il y a peu de détergent. Ceci est remarquable
s1 on le compare au résultat obtenu pour les miles. Par contre, des mesures
faites sur des embryons aprés 24 h d'exposition montrent qu'il existe une
importante faixation.
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2.3.2 Contamination chez les animaux avant mué dans la solution de détergent
(Tableau III)

Quelques animaux (mfles et femelles) ont été placds pour un maximum de 10
jours dans la solution ol ils ont effectué la mue. Les valeurs cbtenues sont
un peu moins élevées que chez les animaux n'ayant pas mué. La mue a pour
effet de aiminuer les quantités de détergent présentes dans le corps de
l'animal. Cependant, cette €limination est falble si l'animal reste soumis au
détergent. Ia gquantité stockée va donc augmenter d'une mue sur l'autre, par
augmentation progressive du niveau résiduel (Fig.l), c'est-a-dire de la
guantité gque l'animal ne peut éliminer. Le comportement de Jl'animal qui
consiste & dévorer 1l'exuvie ne peut qu'aggraver cette situation (par

autostockage). Pour la gonade femelle, les valeurs obtenues sont plus élevées
que dans le cas ol l'animal n'effectue pas de mue.

2.3.3 Etude de la décontamination (Tableaux IV et V)

51 l'animal mue et s1, aprés la mue, on le place dans un milieu sans
détergent, on observe une baisse sensible de 1la guantité de détergent présente
dans l'organisme. Cependant, tant chez le méle gue chez la femelle, la gonade
élimine mal ou n'élimine pas le toxique fixé & son niveau, Chez la femelle,
les quantités mesurées dans la gonade aprés 4 semaines de décontamination sont
égales ou doubles de celles trouvées initialement aprés 24h et ceci malgré une
nouvelle mue de l'animal. Ce résultat peut trouver une explication dans les
observations faites par Donadey (1973) pour qui il existerait un transport de
protéines depuls le caecum vers la gonade. C(es observations permettent de
comprenare une telle augmentation du détergent d&ans la gonade, bien que
l'animal ne soit plus soumis & l'altéragéne. Ceci a des répercussions
importantes sur la reproduction de l'espéce, ainsi qu':il a été possible de
l'observer : blocage de la division cellulaire, baisse de la fécondaité,
juvéniles malformés (Kaim-Malka 1980a, 1983; Kaim-Malka et Donadey, 1978).

En dehors des localisations, deux polnts sont remarquables:

- d'une part le fait gue Idotea concentre le aétergent; cet aspect du
probléme est particuliérement important car les dosages effectués
uniquement sur des prélévements d'eau de mer risquent de donner des

indications trés inférieures aux quantités de détergent Se trouvant
L4 I d LY -
reeliement dans le milieu marin en ralsoh des phenomenes de

concentration par les divers organismes mMarins;

- d'autre part, la rapidité avec laquelle tous les organes sont atteints
par le détergent; et l'atteinte n'est pas superficielle, mais au

contralre se fait en profondeur ainsz: que le révéle
l'historadiographie (Kaim-Malka 1980a et b; Kaim-Malka et Donadey,
1984).

Une élimination du détergent par certains organes semble possible si les
conditions du milieu se modifient, mais les lésions sont-elles réversibles?
Cela est moins s{r, et par ailleurs la fonction de reproductlon semble quant &
elle atteinte d'une maniére treés 1mportante sinon irréversible.
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3. ETUDE DE TRANSFERT DE L'ALTERAGENE CHEZ LA RASCASSE

3.1 Matériel et méthodes

Pour des raisons pratiques, 1l a été fait appel & un détergent marqué au
14C, dont la formule est trés proche de celul utilisé pour les idotdes. Il
s'agit d'un détergent non ionique polydthoxylé marqué au 14C sur 1'oxyde
d'éthyléne, ce qui permet de suivce de maniére précise le devenir d'un des
composants les plus importants des détergents. La concentration choisie (5 mg
l'l) est proche des valeurs trouvées pour les détergents dans le milieu
naturel.

Dans cette étude deux aspects ont &été retenus:

~ contamination par proies

- contamination par échanges avec le milieu

Pour chacun des aspects retenus il a été effectué une étude de la
contamination et de la décontamination.

3.2 Contamination de la rascasse par ingestion de proies contaminées

Aprés la capture, les rascasses sont placdes dans des bacs d'eau de mer
de 15 1, dans une salle & température constante (17° + 0,5°C) pendant au
molns un mols pour s'adapter. Aprés 10-15 jours de capture, elles commencent
a s'alimenter réguliérement. 24 h avant le début de Ll'expérience, les
rascasses sont placées individuellement dans des bacs de 2 1 d'eau de mer.

3.2.1 Etude de la contaminatlion

Pendant toute la durée de 1'expérience les rascasses ont €té nourries
chague jour. La nourriture est composée d'une idotée par jour et qui, au
préalable, a séjourné 24 h dans 100 ml @'une solution de détergent marqguée a
la concentration de 5 mg 11, Les proies sont fournies pendant 3 & 30
jours. Pour chague période de temps envisagée, deux poissons ont été mis en
expérilence.

3.2.2 Etude de la adcontamihation

Le deuxiéme aspect de cette &tude est constituéd par le processus de la
décontamination. La premiére phase de l'expérience est identique & la phase
de la contamination par proles. Par la suite, & la fin de la période de
contamination, 1les animaux sont nourris uniguement avec des proies non
contaminées pendant une durée de 30 jours. Icl aussi, pour chague période de
temps envisagée, deux poissons ont été mi1s en expérience.

A la fin de chaque expérlence, les animaux sont sacrifids, mesurés,
disségués et les principaux organes ou tissus sont prélevés pour le comptage.
Les organes ou tissues prélevédes sont les sulvants: le tube digestif, le foie,
la rate, la vésicule biliaire, les gonades, le rein, la vessie, le coeur, les
branchies, le systéme nerveux, les capsules nasales, les caecums digestifs, la
chair.

3.2.3 Comptage

Les organes prélevés sont placds séparément dans des fioles &
scintillation. Les mesures sont faites au moyen d'un compteur & scintillation
Intertechnique SL 3000.
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3.2.4 Resultats (Tableaux VI et VII}

Pour la majorité des organes prélevés, on observe que les quantités de
détergent mesurdes 3 ce niveau sont inférieures & 1 ug g~!. Toutefois, on
peut distinguer deux cas:

- 1indépendamment du facteur temps, les valeurs moyennes des mesures
restent plus ou mcins stables pendant toute la durée de 1'expérience.
C'est le cas du tube digestif (§2<0,4 ug g"l), des branchies
(0<€0,3 ug g"_l), du systéme nerveux (0< 0,2 ug gLy, de 1'ceil
(Q€ 0,3 ug g™t), des capsules nasales (0¢ 0,1 ug g'l), de la chair
(Q<€0,1 ug g‘l). {Tableau IV).

- En fonection du temps, dans la limite de la durde de l'expérience, on
observe une augmentation de la quantité de détergent présent, mais les
valeurs moyennes sont inférieures ou proches de 1 ug g —. C'est le
cas de:

. la vessie 0,689 ug g'l en 3 jours —> 1,344 ug g'l en 30 jours
. le coeur 0,104 ug g"l en 3 jours —— 0,404 ug g'l en 30 jours

D'autres organes é&tudiés présentent aes réactions plus spécifiques, a
savoir que jusqu'au 12éme jour les quantités de détergent présentes sont
faibles et 1nférieures a 1 ug g-l. Au—deld de e laps de temps, i1l y a
accroissement de 1l'altéragéne gul peut atteindre des valeurs relativement
importantes. C'est alnsi que l'on observe les résultats sulvants: caecums 5
ug g-i, rate: 2,6 ug g’l, gonades: 4 ug g—l, vésicule bilialre: 8,9 ug
g™*. Ce sont les sites od l'on trouve les plus fortes concentrations de
détergent.

I1 semble qu'une durde de contamlnation supérieure & 12 jours constitue
une période critigue au~-deld de laquelle le contr8le gque pourrait exercer
i'organe ou l'organisme sur l'accumulation de 1'altéragéne perd de son
efficacité, ce gui faciliterait alors sen stockage (ex : fole, rein, rate,
gonades). L'élimination de l'altéragéne est importante dans les féces (L & 5
ug g'l) aussl longtemps gue sont fournies les proies contaminées. Au-dela
les guantités présentes mesurées sont faibles (Fi19.2). Elles passent & moins
de 0,5 ug g"l dans les deux jours gui suivent l'arrét de la fourniture ge
proies contamindes. Au-deld, cette baisse ne cesse de s'accentuer jusgu'a la
fin de l'expérience ol les guantités détectées sont alors presgues nulles.
L'effet d'une décontamination est variable suivant l1l'organe étudié. Pour
certains, la période de décontamlnation est sans effets (ex : systéme nerveux,
chair). Pour d'autres, on observe une élimination plus ou moins marquée du
détergent (ex : tube digestif, foie, rate, rein, coeur). Pour d'autres enfin,
on peut mettre en évidence une importante diminution de l'altéragéne présent
{ex : vésicule biliaire, gonades).

3.3 Contamination de la rascasse par échanges avec le milieu extérieur

Pour des raisons pratiques, on prépare une solutlon partiellement marguée
(au 1/10).

3.3.1 Etude de la contamination

Les animaux sont placés séparément, pour des périodes déterminées, dans
des bacs contenant 200 ml de solution de détergent margué. Au bout de ce
temps, 1ls sont sacrifids, mesurés, pesés, disséqués et les différents organes
prélevés pour le comptage.
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3.3.2 Etude de la décontamination

Le protocole de la phase de contamination est le méme que précédemment.
A la fin de la période de contamination retenue, les animaux sont placés
pendant 30 jours dans des bacs contenant 200 ml d'eau de mer non contaminée.
Aprés quoi ils sont sacrifiés et les différents organes prélevés pour le
comptage. Cette étude a été complétde par quelques expériences ponctuelles
permettant d'apprécier la décontamination en fonction du temps.

3.3.3 Résultats

Pour l'ensemble des organes 1liés & l'appareil digestif (tube digestif,
caecums, foie, vésicule biliaire), on observe en fonction du temps une
augmentation continue du détergent présent (Tableau VIII). Si dans le tube
digestif l'accroissement reste relativement faible, pour les autres organes il
est beaucoup plus dimportant (5 & 30 fois plus). Cependant, 11 est
vraisemblable qu'd partir du tube digestif, un stockage du détergent s'opére
dans les caecums, le foie et la vésicule biliaire. Pour 1l'ensemble des
organes ou tissus étudids, c¢'est dans la vésicule biliaire que l'on trouve les
plus fortes c¢oncentrations de détergents. Cette derniére pourralt faire
office de wvoie d'élimination de l'altéragéne pour cet ensemble, mais il est
possible qu'elle provogque une autocontamination du fait de son déversement
dans le tube digestif. Le détergent se trouverait alors piégé dans une boucle.

Certains organes qui stockent le détergent (caecums, foie, vésicule
biliaire, reln, vessie) montrent l'existence d'une pérlode critigue s€ situant
au l5&me jour de 1'expérience (F1g.3). Elle se tradult par une brusque et
importante é&lévation de la concentration en détergent. Toutefois, on peut
attribuer deux causes différentes & ce phénoméne unique:

- Pour les organes liés & 1l'appareil digestif, tel le foie, on peut
penser gque pendant les 15 premlers jours, l'organe peut contrdler 1'altéragéne
en limitant son entréde ou en 1'éliminant, l'entrde et la sortie
s'éguilibrant. Au-deld des 15 jours, l'égquilibre sgerait rompu, les processus
d'élimination é&tant dépassés. Il se produit alors une accumulation de
l'altéragéne. Ceci n'impligue pas que 1'élimination ne se fasse plus, mais
simplement que le phénoméne est plus important dans un sens que dans 1l'autre.
Le stockage se fait par augmentation progressive du niveau résiduel avec des
relargages possibles (phénoméne en dent de scie).

- Pour les organes appartenant a l'appare1l excréteur (rein, vessie), on
peut envisager un processus identigue au précédent. De plus, les mesures
effectuées dans le rein et la vessie pendant les deux phases expérimentales,
montrent que les valeurs obtenues sont proches, ce quil lalsserait 3 penser que
ia décontamination est sans effet. En fait, les valeurs é&levdes trouvées
pourraient traduire l'activité du rein qui serait sollicité au maximum pour
épurer la circulation de toute trace de détergent. Cette augmentation du
détergent dans le rein pourrait étre 1liée directement & une élimination de
1'altéragéne par les organes ol il s'est accumulé. Du fait du stockage dans
les différents organes, il se produirait un renouvellement permanent du
détergent présent dans la circulation. Le rein et la vessie n'éliminant pas
assez vite, le rein retilendrait et stockerait provisoirement ce détergent.
Son éliminatlon aurait lieu en permanence au cours des deux phases
expérimentales, mais & une vitesse inférieure & celle du stockage. Dans cette

hypothése, il y aurait donc accumulatlon en apparence.
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- Pour les autres organes ou tissus &tudiés, les quantités mesurées
peuvent étre faibles et plus ou molns constantes pendant toute la durée de
1'expérience : c'est le cas des capsules nasales et de la chair dont les
valeurs sont de 1l'ordre du uyg g'l. Les branchies, la rate, le c¢oeur,
l'ce1l, présentent des quantités de l'ordre de quelques ug g'l et qui
varient dans un rapport de 1 & 3 pendant la durde de l'expérience. On peut
penser que les branchies, gui constituent une zone d'échanges avec le milieu

extérieur, tendent & se mettre en équilipbre avec lui; les valeurg trouvées
L4 L4 v » -~
représentent la résultante de cet équilibre. ILe systéme nerveux et la gonade

présentent un phénoméne d'accumulation lent et progressif. Dans le cas de la
gonade, le phénoméne est tres tardif par rapport & l'ensemble des organes ol
l'on observe un stockage, mails les valeurs obtenues sont trés élevées (plus de
10 fois celles du début de l'expérience).

Les essals de ddécontamination montrent qu'il existe des possibilités
d'élamination du aédtergent.

Durde de contamination variable

851 on compare les résultats obtenus & 1la suite d'une durée de
décontamination fixe (303) (Tableau IX) & ceux obtenus a la suite d'une simple

contamination {Tableau VIII}, on observe gque:

- pour un certain nombre d'organes, les quantités mesurdes sont proches
de celles obtenues aprés la phase de contamination (fole, rein, rate,
chair). On peut penser a priori que la décontamination est sans effet
et gu'une accumulation de détergent a lieu. Cependant, pour le foie
et le rein onh peut évoguer un stockage provisoire.

- pour d'autres organes, on observe une baisse des guantités présentes
(tube digestif, caecums, branchies, capsules nasales).

- pour un troisieme groupe d'organes, on note, & la fin de la péricce de
décontamination, la présence de gquantités de détergent supérieures a
celles d'une simple contamination. On peut dans ce c¢as parler d'un
whénoméne d'accumulation. C'est le cas de la vésicule biliaire et de
la vessie (explication en tant gue voles d'élimination au fole et du
rein), le cceur (le stockage pourrait étre alimenté par la circulation
gui drainerait plus ou moins le adtergent localisé dans d'autres
parties de l'organisme), le systéme nerveux (le phénoméne est faible),
les gonades.

Durée de décontamination variable

Des essais de décontaminatlon avec des temps variables ont été tentés
(Tableau X). ILa durée de contamination retenue est de 9 jours (temps
inférieur au seull craitigque). Il existe une possibilité d'élimination du
détergent par certains organes (tube digestif, fole, rein, vessie, systéme
nerveux, oeil, gonades, chair), mais celle-ci reste limitée. En effet, les
quantités présentes tendent vers une limite relativement basse au~-deld de
laquelle:

- soit 1l'élimination est trés ralentie. Un éguilibre s'établit entre
1l'accumulation et l'élimination. Le détergent reste & un niveau
constant.,

- soit 1'élimination cesse de se produire. Le détergent présent se
trouve & un niveau de concentration tolérable par l'organisme.
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Pour d'autres organes, on n'observe pas d'élimination, soit gque la
guantité d'altéragéne reste constante, soit qu'il se procult une éldvation de
l'altéragene présent, ce qui implique un stockage.

A la sulte de ces résultats il apparalct qu'une élimination du détergent
est possible, mais qu'elle dépend de la durée d'exposition. S1 cette durée
est inférieure au seuil critigue (15 jours), 1l'élimination est possible pour
un grand nombre d'organes. Au~deld de ce seuil, les organes réagigsent
différemment, la décontamihation ne se produit plus pour un certain nombre
d'entre eux, et & la place on observe un phénoméne de bicaccumulation,

Il apparait dgalement que les failbles quantités de détergent fixdes en
peu de temps sont plus difficiles & éliminer que des quantités élevées. Ceci
pourrait accréditer l'existence dans l'organisme ou l'organe d'un seuil de
tolérance & la bloaccumulation. Au-dessous de ce seuil 1l'altéragéne £fixé
serait difficilement éliminé,

Dans certains cas cependant, plus gue de stockage ou d'accumulation, il
conviendrait de parler de piédgeage dans un site particuliler (sans possibilité

d'en repartir).

3.4 Comparaison entre les deux modes de contamination chez la rascasse

81 on compare les résultats obtenus par les différents modes ae
contamination, on observe:

- gu'il existe dans les deux cas, une période ¢ritigue pour les organes
qui se situe entre le l2éme et le l5éme jour.

- 1l'importance de la contaminatilon est fonction de la voie empruntde par
le détergent pour pénétrer dans l'organisme. La contamination par
échange aveC le milleu est toujours trés supérieure a4 la contaminaticn
par proies. Elle est trés importante dans les premiers jours et
s'atténue un peu par la suite. C'est ainsi qu'aprés 3 jours
d'exposition les quantités de détergent trouvées dans les organes pour
une contamination par échanges avec le milieu, sont en moyenne de 15 &
20 fois supérieures a la contaminaticn par proles. I1 existe
cepenaant gquelques exceptions pour lesquelles les valeurs sont plus
élevées: les caecums (x67), les gonades (x58), le coeur (x45), la
vésicule biliaire (x44), la chair (x35).

Au 30éme jour d'exposition, bien qu'une différence persiste entre les
deux voles, son 1mportance est moindre. Les valeurs restent en moyenne 10
fois supérieures & la contamination par proles, duelques exceptions pouvant
atteinare 35~42 fois plus (foie : x42}.

L'élaimination du détergent peut se faire aussi par les féces:

- lors d'ingestion de proles contamindes, d'importantes guantités sont
éliminées par cette voie.

~ au cours des phases de décontamination (quana cesse 1'ingestion de
proles, ou guand cesse l'exposition au milieu contaminé), on observe
dans tous les cas qgue les quantités présentes dans les féces diminuent
pour atteindre des valeurs trés faibles et proches les unes des autres.
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4. COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS POUR L' IDOTEE AVEC CEUX
OBTENUS POUR LA RASCASLE

I1 est certain que les deux espéces animales qui font l'objet de cette
étuae sont trés différentes dans Leur organlsatlon (invertébré - vertébrd),
comme pour leur biclogie: existence d'un cycle de mue chez l'idotée, absence
chez la rascasse. ’

Toutefois, il est possible de comparer, pour ces deux espéces, le
phénomeéne de contamination par échanges avec le milieu. On observe un certain
nombre de points communs:

= la vitesse de contaminaticn est rapide et les quantités qui pénétrent
sont importantes

~ le processus d'accumulation du détergent se faisant par augmentatlon
du niveau de base, le stockage a un caractére de réversibilité qui
diminue avec le temps

- au niveau de l'appareil respiratoire, on retrouve c¢hez les deux
espéces le méme phénoméne paradoxal, & savoir gque le niveau est
constant et peu €levé (paradoxal car les branchies constituent une
importante voie d'échange)

- on retrouve également le méme type de stockage se produisant dans le
tube digestif et les caecums, alnsi gue pour le systeme nerveux et les
gonades.

Au total donc, on retrouve pour les deux espéces un certain nombre de
points communs quant a la cinétiqgue de l'altéragéne et la bicaccumulation dans
l'organisme. On retrouve également les mémes organes c¢ibles pour un type
d'altéragéne donné (détergent).

5. CONCLUSIONS

Ce travail a permis d'étudier la localisation d'un altéragene (détergent)
dans deux organismes marins appartenant & un réseau trophilque existant dans le
milieu naturel et composé de 1'Isopode herbivore Idotea balthica basteri et du
poisson carnivore Scorpaeha notata. Il a également été possible de suivre le
transfert du polluant & partir de l'idotde vers la rascasse. Des recherches,
actuellement en cours, permettront de suivre ce transfert 3 chague étape d'une
chaine alimentaire courte, depuis le végétal jusgu'au poisson, et ainsi
d'évaluer l'impact du détergent sur chacun des éléments.

Quand les organismes sont soumis & l'altéragéne, méme pour une courte
période, la contamination par le détergent est rapide, et il est possible de
la mettre en évidence dans l'ensemble des organes. le processus
d'accumulation du détergent se fait par augmentation progressive du niveau
résiduel. Chez la rascasse, la contamination par échanges avec le milieu est
toujours trés supérieure & la contamination par proles (10 & 20 fois en
moyennej .
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Pour les deux especes, la fixation dans certains tissus est définitive ou
faiblement réversible. Pour d'autres organes, l'éliminatlon semble possible,
mals scuvent elle tend vers une limite au—deld de laguelle, soit elle est trés
ralentie, soit elle cesse de se produire (cecl en particulier chez 1la
rascasse). L'existence d'un seuill critique d'exposition peut influencer le
phénoméne d'élimination chez la rascasse. Il existe des sites privilégiés
pour le stockage, tels le gystéme nerveux ou les gonades, qui constituent de
véritables organes cibles pour ce type d'altéragéne. Certaines 1l1ésions
observées dans les organes et provoquées & la suite de ces atteintes, semblent
plus ou moins réversibles. Pour d'autres, les effets sont beaucoup plus
discrets ({au niveau blochimigque par exemple), mais il peuvent avoir des
répercussions importantes sur le biologie et le devenir ae l'indiviau, de 1la
population, voire méme de 1'écosystéme.
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