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4.6 Biologisk effektmonitering —
imposex og intersex i havsnegle

4.6.1 Formal

Forekomsten af imposex hos konksnegle (Prosobranchia: Neogastro-
poda) kan anvendes til biomonitering af forureningen med tributyltin
(TBT) i det marine miljo. TBT anvendes i vid udstraeekning som anti-
foulings-middel i skibsmalinger pé skibe leengere end 25 m.

Imposex, ogsa kaldet pseudohermafroditisme, er en maskulinisering
af hunnerne, der giver udslag i synlige morfologiske @endringer, forst
og fremmest en udvikling af en pseudopenis og saedleder (vas defe-
rens). Dvergkonk (Hinia reticulata) og almindelig konk (Buccinum
undatum) anbefales som indikatorarter i de danske farvande i forbin-
delse med TBT-specifik biologisk effekt monitering. Ved moitering i
kystneere omrader anvendes dveergkonk, hvorimod almindelig konk
anvendes i de mere dbne farvande. Som supplement til almindelig
konk kan redkonk ogséd (Neptunea antiqua) underseges. Hvis dveerg-
konk ikke forekommer i et pageeldende omrade, hvor der enskes
moniteret for TBT, kan almindelig strandsnegl (Littorina littorea) an-
vendes som alternativ (se supplement: afsnit 4.6.12). Da almindelig
strandsnegl er mindre folsom overfor TBT, skal dveergkonk anvendes
hvis det er muligt. Hvis almindelig strandsnegl anvendes, skal det
ske efter aftale med det marine fagdatacenter. Denne tekniske anvis-
ning er modificeret efter JAMP 1997.

4.6.2 Kriterier

Moniteringsomrader lokaliseres i forhold til en given TBT-kilde, der
enten kan vere en punktkilde som en havn eller marina eller i mere
abne omrader sejlruter for fragtskibe og feerger eller en klapplads.

Ved monitering i forhold til en punktkilde anbefales at der udveelges
der mindst 3 omrdder. Disse bor veere lokaliseret pd samme side af
den forventede kilde i en afstand af 0 - 0.5, 3 - 5 og 10 - 15 km for at
kortleegge en eventuel gradient i forureningsniveauer mellem det
hajeste effektniveau og et lokalt baggrundsniveau.

Ved monitering i de mere abne farvande placeres stationerne pa
langs af storre sejlruter for fragtskibe og feerger. Det anbefales at der
placeres 3 — 5 stationer i hvert farvandsomrade.

Stationerne ber leegges udfra et lokalkendskab til bund-, strem- og
sedimenteringsforhold samt andre mulige TBT-kilder. En forudsaet-
ning for stationsplanleegningen er, at den samme art af konksnegle
findes i de udvalgte omrader.
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Selve stationerne skal veere geografisk veldefinerede (DGPS), sa det
er muligt et gentage provetagningen for at folge eventuelle tidslige
variationer.

Ved en vedvarende monitering skal det efterstraebes, at tidspunktet
for indsamlingen af snegle er det samme hvert ar. Da der er saeson-
maessige variationer mht. storrelsen af penis (iseer geeldende hos
hanner af dveergkonk) ber indsamlingen forega i slutningen af den
reproduktive periode, dvs. juni - august. Med hensyn til almindelig
konk er de seesonmeessige variationer af mindre betydning.

Den endelige placering af stationer ber afgeres pa baggrund af ind-
ledende baseline-undersegelser.

4.6.3 Principper
Der er i flere undersogelser pavist en sammenheeng mellem intensi-
teten af imposex hos konksnegle og TBT-niveauet i miljoet (Bryan et

al. 1987, Stroben 1994, Mensink et al. 1997). Nedenfor er dette eksem-
plificeret med dveergkonk.
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Figur 1 Sammenhaengen mellem intensiteten af imposex (udtrykt ved VDSI)
og indholdet af TBT i dvaergkonk (efter Stroben 1994).

Der kan opstilles 5 forskellige parameterveerdier til beskrivelse af
intensiteten af imposex i en gruppe af konksnegle, henholdsvis fre-
kvens (%), gennemsnitlig penisleengde hos hunner (FPL), relativ pe-
nisleengde indeks (RPLI), vas deferens sekvens indeks (VDSI) og
Mensink sekvens indeks (MSI). De bygger enten pa antallet af indi-
vider, der udviser imposexkarakterer, pa den gennemsnitlige storrel-
se af penis eller pa baggrund af middelverdien af udviklede impo-
sexstadier.

Hvilke af parameterveerdierne, der er mest velegnede i moniterings-
ojemed afhaenger af den specifikke art og TBT-niveau. P4 nuveerende
tidspunkt anbefales det, at alle veerdierne udregnes.
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4.6.4 Preovetagning

4.6.4.1 Velegnede danske konksnegle

Der findes i de danske farvande flere arter af konksnegle. De er ikke
alle lige anvendelige som bioindikatorer for TBT. Det afhaenger, dels
af deres udbredelse og hvilket antal de er tilstede i, dels af hvor sen-
sitive de er overfor TBT. Dveergkonk (Hinia (Nassarius) reticulata)
(Stroben 1994) og almindelig konk (Buccinum undatum) (Mensink et al.
1997) er de mest velegnede som bioindikatorer i de danske farvande.

Dvergkonken er almindelig i Limfjorden, hele Kattegat-omradet og
ned i den vestlige Jsterse. Den forekommer iseer i kystneere omra-
der, deriblandt i hovedparten af vore fjorde, pa dybder fra 2 til 15 m.
Dvergkonken anbefales som indikatorart overfor punktkilder som
f.eks. havne. Bemaerk: Dvargkonk kan forveksles med de beslaegtede
arter H. pygmaea og H. incrassata.

Almindelig konk har nogenlunde samme geografiske udbredelse i de
indre danske farvande som dvergkonk, men den forekommer gene-
relt pa dybere vand (10 - 1000 m). Almindelig konk anbefales som
bioindikator i forhold til sejlruter.

Dvaergkonk
(Hinia reticulata)

3
<)
§ ,'IJ

? B / 7
Almindelig Almindelig konk Redkonk

strandsneg]l (Buccinum undatum) (Neptunea antiqua)
(Littorina littorea)

Figur 2 Tegninger er fra www.dmu.dk [> Oplev miljeet [> Dyr og planter >
Havsnegle.

Der findes andre konksnegle i de danske farvande, der ogsé er sensi-
tive overfor TBT og derved kunne anvendes som bioindikatorer,
deriblandt redkonk (Neptunea antiqua) og purpursnegl (Nucella lapil-
lus).

Rodkonk er imidlertid mindre hyppig end almindelig konk, men har
nogenlunde samme udbredelse i de danske farvande. Redkonken
foretraekker generelt lidt bledere bundforhold og er derfor ofte mere
udbredt i store dele af Skagerrak og Nordseen. Undersogelser tyder
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pa, at rodkonken er mere folsom overfor TBT end almindelig konk
(Strand & Jacobsen 2002).

Purpursnegl forekommer spredt pa den jyske vestkyst. Purpursneg-
len lever pa store sten (ofte stenmoler) i tidevandszonen. Den er
yderst folsom overfor TBT og kan let blive steriliseret pga. udviklin-
gen af imposex. Den ma af denne grund lokalt anses for at veere truet
omkring sterre havneomrader (Harding et al. 1992).

4.6.4.2 Fangstmetoder, transport og opbevaring

4.6.4.2.1 Fangstmetoder

Feelde: En kurv med en maskevidde pa ca. 5 mm og med ikke for-
deervet krabbe-, muslinge- eller fiskekod som madding er en effektiv
fangstmetode. Det anbefales, at lokkemaden vikles ind i et fintmasket
tradnet, sa bl.a. fisk og krabber ikke kan komme til. Lokketid: 6 timer
til 3 dage.

Bomtrawl med en maskevidde pa 2 cm er en velegnet fangstmetode
og anbefales iseer ved fangst af almindelig konk i sejlrender. Et ram-
meskrab med en bredde pd 50 cm er velegnet til indsamling af
dveergkonk.

Indsamling med dykkere er ogsa en effektiv fangstmetode.

For dveergkonk, redkonk og purpursnegl anbefales at der indsamles
40 individer i alt per station, hvorimod for almindelig konk fra abne
farvande anbefales 100 individer per station.

4.6.4.2.2 Transport og opbevaring

Konksneglene opbevares og transporteres levende under kolige for-
hold. Sneglene kan holdes i live i en uge ved opbevaring i 5°C salt-
vand med lufttilfersel.

Alternativt kan sneglene nedfryses indtil de bliver undersegt, men
det skal i sa fald bemaerkes under rapporteringen, da det i en vis grad
kan pévirke imposexbestemmelsen. Nedfrysning vil pdvirke penis-
storrelse og derved RPLI, men ikke karakteriseringen af de enkelte
imposexstadier.

Bemeerk: Opbevaring i sprit eller formalin ma ikke finde sted for be-
stemmelsen af imposex er tilendebragt.

4.6.4.2.3 Handtering

Det anbefales at for sneglene bliver undersegt levende bedeves de i 2
- 3 timer med en 7% MgCl,-oplesning for at opnd maksimal afslap-
ning af muskler. Skallen knekkes med en papeggjetang eller i en
skruestik, og bladelene udtages med pincet. De videre undersogelser
foregar med stereolup.
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4.6.5 Analysemetoder

4.6.5.1 Bestemmelse af kon

Konksnegle er seerkeonnede, og pa trods af mulige imposexkarakterer
er der tydelige forskelle pd adulte hunner og hanner. Det kan veere
mere vanskeligt at kensbestemme subadulte individer.

Nedenstdende skitseringer af henholdsvis hunnens og hannens re-
produktive organer bygger pa almindelig konk. Der er mindre arts-
meessige variationer, men overordnet set er placeringen af de enkelte
organer de samme.

4.6.5.1.1 Hunnens reproduktive organer

Det gul-orange ovarie ligger oven pa fordejelseskirtlen i de sidste
vindinger. Ovidukten forbinder ovariet med den palliale ovidukt, der
bestar af eeggehvidekirtel, ssedgemme, segkapsel-kirtel og bursa med
den vaginale dbning. Disse organer ligger i forleengelse af hinanden
pa langs med kappehulen.

Figur 3 Hunnens reproduktive organer. 1) Ovarie, 2) Ovidukt, 3) LEggehvi-
dekirtel, 4) Seedgemme, 5) AHgkapsel-kirtel, 6) Bursa.

Subadulte hunner kan kenbestemmes pa trods af ovarie og den palli-
ale ovidukt ikke er udviklet. Med en skalleengde > 30 mm (alm.
konk) er ovidukten synlig som en tynd, lige streng, der leber oven pa
fordejelseskirtlen og bgjer skarpt op mod den kommende seggehvi-
dekirtel.

4.6.5.1.2 Hannens reproduktive organer

Det gul-orangerade testis ligger ligesom ovariet hos hunnerne oven-
pa fordojelseskirtlen i de sidste vindinger. Seedlederen (vas deferens)
lober fra testis til den seminale vesikel, der er en krollet og foldet del
af seedlederen lokaliseret i overfladen af fordejelseskirtlen. Seedlede-
ren lober videre gennem prostata kirtel pa langs med kappehulen og
derfra pa overfladen af den ovre del af foden frem til penis. Penis er
lokaliseret oven over den hgjre tentakel.
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Figur 4 Hannens reproduktive organer. 1) Testis, 2) Seedleder (vas deferens),
3) Seminal vesikel, 4) Prostata kirtel, 5) Penis, 6) Penis dukt.

Subadulte hanner kan kensbestemmes pa trods af at testis og den
seminale vesikel ikke er udviklet. Ved en skalleengde > 30 mm (alm.
konk) er badde penis og seedlederen synligt tilstede pa overfladen af
den ovre del af foden. Desuden kan det bemezerkes at seedlederen
lober som en tynd streng pa overfladen af fordejekseskirtlen og vide-
re pa langs med den komulare muskel.

4.6.5.2 Beskrivelse og karakterisering af imposexstadier

Imposexfeenomenet defineres som “a superimposition of male cha-
racters onto females” (Smith 1971) og fremstdr hos hunnerne af
konksnegle primeert som en udvikling af pseudopenis og/eller seed-
leder samme steds som hos hannerne, dvs. oven over den hgjre ten-
takel. Imposex hos konksnegle er et irreversibelt feenomen.

Udviklingen af imposex kan enten beskrives ud fra penisleengde eller
ved en stadieinddeling pa baggrund af forskellige udviklingstrin, der
karakteriseres ud fra hvor veludviklede pseudopenis og seedleder er.
De langt udviklede stadier kan medfere sterilisering af hunner, som
det bl.a. er observeret hos purpursneglen, idet den udviklede saedle-
der vokser henover den vaginale dbning og derved forhindrer seg-
leegning (Bryan et al. 1987). Tilsvarende sterile stadier forekommer
dog hverken hos dvergkonk eller almindelig konk (Stroben 1994,
Mensink et al. 1997).

Nedenfor er angives de forskellige méder til at beskrive udviklingen
af imposex samt de dertil horende parameterveerdier, der kan an-
vendes til at beskrive intensiteten af imposex i en gruppe af snegle.

Tilstedeveerelsen af eventuelle imposexkarakterer undersoges nem-
mest, hvis kappehulen klippes op i venstre side og generende slim
torres veek med en serviet.
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4.6.5.2.1 Penisleengde

Penisleengde af badde hanner og hunner méles med stereolup med 0,1
mm’s ngjagtighed. Leengden af penis males fra rod til spids.

Bade den gennemsnitlige penisleengde hos hunner (FPL) og relativ
penisleengde indeks (RPLI) udregnes. RPLI ma betragtes som det
bedste mal, da det kompenserer for eventuelle geografiske og tidslige
variationer.

FPL = X penisleengde hos hunner (mm) / antal hunner

RPLI = 100% * (X penisleengde hos hunner/antal hunner) /(X penis-
leengde hos hanner/antal hanner)

Bemeerk: Hvis intensiteten af imposex bestemmes hos purpursneglen
anbefales det, at parameterveerdien relativ penis storrelse indeks
(RPSI = 100% * (RPLI/100)’) udregnes (JAMP 1997).

4.6.5.2.2 Vas deferens sekvens
Konksneglene studeres med stereolup.

De enkelte “vas deferens sekvens”-stadier (vds) beskrives ud fra,
hvor veludviklet pseudopenis og vas deferens er. I bilag 1 er der vist
skitser af de forskellige udviklingstrin.

Det skal bemerkes, at hos redkonk og purpursnegl kan der fore-
komme andre morfologiske varianter af vds-stadier end i de bilag 1
beskrevne. Disse kan findes bl.a. i Stroben 1994 og JAMP 1997.

Vas deferens sekvens indeks (VDSI) udregnes som middelveerdien af
imposexstadier i en gruppe af snegle.

VDSI = X imposexstadier af alle indsamlede hunner / antal hunner

Forskelle pd omkring 1 enhed mellem VDSI-verdier anses for at vae-
re signifikante (JAMP 1997).

4.6.5.2.3 Mensink sekvens

De enkelte “mensink sekvens”-stadier (ms) beskrives forst og frem-
mest ud fra, hvor veludviklet pseudopenis er. I bilag 2 er der angivet
skitser af de forskellige udviklingstrin (efter Mensink et al. 1997).

Denne metode skal kun anvendes ved karakterisering af imposexsta-
dier hos almindelig konk. Det skal dog bemeerkes, at karakteriserin-
gen af greensetilfeelde mellem de enkelte stadier er vanskelig og byg-
ger desveerre i hgj grad pa den enkelte observators sken.

Mensink sekvens indeks (MSI) udregnes som middelverdien af im-
posexstadier i en gruppe af snegle. Hvis vas deferens er tilstede i me-
re eller grad eges stadieveerdien med veerdien 0,5.

MSI = X imposexstadier af alle indsamlede hunner / antal hunner
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4.6.5.2.4 Andre synlige @ndringer som folge af imposex

Der kan i langt udviklede imposexstadier forekomme andre synlige
endringer af de reproduktive organer (Fioroni et al. 1991). Deriblandt
en krolning af ovidukt mellem ovarie og “albumin gland”, eller en
spaltning af pseudopenis, s& den fremstar som en dobbelt penis.

a) b) c)

—~ A il

Figur 5 a) En mindre krelning af ovidukt, b) en tydelig krelning af ovidukt,
sa den minder om hannernes seminale vesikel, c) dobbelt penis.

4.6.5.3 Aldersbestemmelse

Alderen af konksnegle er en veaesentlig parameter, ndr intensiteten af
imposex skal vurderes, dels ved relatering til et nutidigt TBT-niveau,
dels ved sammenligning mellem geografiske og tidslige observatio-
ner. F.eks. almindelig konk kan blive zeldre end 15 dr, og da det tyder
pa at imposex primeert udvikles i de forste levedr (Mensink et al.
1997), kan det diskuteres om en given intensitet af imposex skyldes et
tidligere eller “nutidigt” TBT-niveau.

Alderen hos konksnegle kan vurderes pa 3 mader - ud fra kensmo-
denhed, storrelse (skalhgjde), og i visse tilfeelde ud fra antallet af ar-
ringe i skallaget.

Kun adulte konksnegle inden for et defineret storrelsesinterval (af-
heengigt af det geografiske omrade) anvendes ved udregning af pa-
rameterverdier. Derved frasorteres de yngste og eeldste konksnegle.
Med hensyn til almindelig konk defineres et storrelsesinterval, der
omfatter adulte snegle med en alder pa 3 - 10 ar, hvilket vurderes pa
baggrund af antallet af arringe i skallaget (jf. afsnit 4.6.5.3.2 og
5.6.5.3.3).

4.6.5.3.1 Kensmodenhed
Udelukkende adulte (konsmodne) snegle skal indga i datamaterialet.

Hos de konksnegle, der betragtes som adulte, er gonaden (ovarie
eller testis) tydeligt gul eller orangerod og fremstar adskilt fra forde-
jelseskirtlen. Hos subadulte snegle vil gonaen ikke vere synlig. Be-
meerk at hvis konksneglene er inficeret med digene ikter (jf. afsnit
4.6) kan det pdvirke de reproduktive organer betydeligt.

Alder for subadulte: 1 - 4 ar (geeldende for almindelig konk)
Alder for adulte: 2% til ca. 15 ar (geeldende for almindelig konk)

4.6.5.3.2 Skalhojde

Der udvelges et storrelsesinterval, da skalhgjden er et udemeerket
cirka-mal for alder. F.eks. for dvargkonk 15 - 25 mm og for alminde-
lig konk 50 - 80 mm. Med hensyn til almindelig konk anbefales det at
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storrelsesintervallet i det enkelte omrade udvaelges pa baggrund af
arringe i skallaget (jf. afsnit 4.6.5.3.3).

Bemeerk: Hojden af konksnegle athaenger bl.a. ogsa af vandets sali-
nitet i omrddet. Der ma derfor tages hensyn til geografiske variatio-
ner, ndr storrelsesintervallet fastleegges.

Skalhgjden males med 0,1 mm’s nejagtighed med skydeleere.

4.6.5.3.3 Arringe i skallaget

Hos almindelig konk og redkonk kan det anbefales at antallet af ar-
ringe i skallaget (operculum) teelles efter at det er hevet af i et stykke
af foden. Det kan i visse tilfeelde veere lettest at studere det tilbage-
veerende aftryk pa foden, hvor skalldget har siddet.

Antallet af drringe i skallaget er et udemeerket mal for alder, idet de
generelt repraesenterer en drlig tilveekst. Kun ca. 50% fremviser tyde-
ligt adskilte arringe (Kideys 1996).

Figur 6 Arringe i skalldg. a) Tydeligt adskilte &rringe (her 5 = 5 ar), b) Et
ikke entydigt antal af arringe (alder = ?).

Angaende almindelig konk: Kun konksnegle med en alder fra 3 til 10
ar (dvs. 3 - 10 arringe) bor indga i materialet. Derfor sammenholdes
antallet af arringe med skalhejden, hvorpa der pa baggrund af det
samlede materiale fra et omrade udveelges et interval mht. skalhgjde.

Antallet af arringe kan umiddelbart ikke sa let at teelle hos de andre
arter af konksnegle.

4.6.5.4 Infektion med parasitter

En eventuel tilstedeveerelse af digene ikter (Trematoda) i gonade
og/eller fordejelseskirtel skal bemaerkes, da konksnegle inficeret med
digene ikter skal udelades fra datamaterialet.

Infektionen synes som en gralig hinde pa fordgjelseskirtel eller gonade,
i enkelte tilfeelde som en hvid eller gullig plamage i fordejelseskirt-
len. Ved naermere gjesyn er det 1 - 3 mm lange larver af miracidium-,
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redie eller cercarie-stadie. Ca. 10% af populationen af almindelig
konk ma forventes at vere inficeret med digene ikter, men der er
betydelige geografiske variationer (Keie 1969).

Det kan diskuteres i hvor hej grad tilstedeveerelsen af digene ikter vil
kunne pavirke de forskellige parameterveerdier for imposexintensi-
teter (Smith 1971, 1980) med undtagelse af RPLI, hvor det kan medfe-
re en overestimering. Storrelsen af penis hos hanner kan blive maerk-
bart reduceret ved infektion med digene ikter (Koie 1969).

Bemeerk: Infektioner med sporedyr (Sporozoa) og fimreorme (Tubella-
ria) forekommer hyppigt hos konksnegle, men disse former for in-
fektioner ses der bort fra, da det tyder pa, at de ikke pavirker de re-
produktive organer (Koie 1969).

4.6.6 Kvalitetssikring

For at ensarte observationerne skal de angivne metoder i denne vej-
ledning anvendes.

Derudover anbefales det, at der aftholdes tilbagevendende workshops
for at interkalibrere de forskellige observaterers karakteriseringer af
imposexstadier. Preeparater, billeder og diskussion er vesentlige
elementer i workshoppen for at opné en optimal ensartning af obser-
vationer.

Ved rapportering af data skal, der hvis muligt, henvises til deltagelse
i nationale eller internationale workshops eller ringtests.

4.6.7 Dataindberetning

4.6.7.1 Stationsbeskrivelse

Folgende observationer noteres for hver station: Dato, position, dyb-
de, afstand fra neermeste storre TBT-kilde(r) (havn eller sejlrute),
fangstmetode, antallet af fangne konksnegle (antal hun/antal han).

Ved fangst af konksnegle med bomtrawl ber start- og slutposition og
dybde noteres, samt bredde af trawl og sterrelse af netmasker.

Stationerne samt mulige TBT-kilder inden for en afstand af 5 km
indtegnes pa et detaljeret kort.

4.6.7.2 Beskrivelse af den enkelte snegl

Folgende noteres for hver enkelt snegl (se ogsd bilag 3): Skalhgjde,
antal arringe i skalldg, ken, kensmodenhed, penisleengde, imposex-
stadier bade ifelge vds og ms og eventuelle trematode-infektioner.
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4.6.7.3 Udregning af parametervardier

Folgende parameterveerdier til beskrivelse af intensiteten af imposex
i en gruppe af konksnegle udregnes: Frekvens (%), penislaengde hos
hunner (FPL), relativ penisleengde indeks (RPLI), vas deferens se-
kvens indeks (VDSI) og Mensink sekvens indeks (MSI), ogsa kaldet
Penis Indeks (PI).

Frekvens =100 % *n, / n,

FPL=Xpl / n,

RPLI=100%*(Zpl, /n,) / Zpl,/ n,)
VDSI =X vds / n,

MSI =X ms / n,

hvor n, er det totale antal af hunner
n, er antallet af hunner med imposex
n,, er antallet af hanner
pl, er leengden af penis hos hunner med imposex
pl,, er leengden af penis hos hanner
vds er imposexstadie ud fra vas deferens sekvens
ms er imposexstadie udfra Mensink sekvens

De 5 parameterveerdier udregnes pd en gruppe af konksnegle fra
samme station. Der behoves 40 - 50 (minimum 30) konksnegle, hvor-
af ca. halvdelen er hunner, i en gruppe for at kunne udregne péalide-
lige parameterveerdier. For almindelig konk anbefales 100 konk-
snegle for stationer i dbne farvande (JAMP 1997). Kun konksnegle,
der ikke er inficeret med digene ikter, skal indga i materialet.

Angédende dvergkonk: Adulte konksnegle med en skalhejde inden
for et defineret storrelsesinterval udveelges f.eks. 15 - 25 mm.

Angédende almindelig konk: Adulte konksnegle med 3 - 10 arringe
udveelges. Efter at antallet af arringe er sammenholdt med skalhgj-
den udveelges et interval mht. skalhejde, f.eks. 50 - 80 mm.

Hvis datamaterialet er af en sddan sterrelse, at parameterveerdier
ogsa kan udregnes for subadulte konksnegle, kan dette anbefales.
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4.6.9 Bilag1l

Udviklingen af imposex kan beskrives ud fra forskellige “vas defe-
rens sekvens”-stadier. De nedenfor skitserede stadier kan forekomme
hos dveergkonk og almindelig konk.

Figur 7 Vds-stadier O - 4* hos almindelig konk og dveergkonk. bvd: begyn-
dende udvikling af vas deferens (seedleder), po: pallial ovidukt, va: vaginal
abning, p: penis uden penisdukt, pd: penis med penisdukt, te: tentakel, vd:
vas deferens, vdp: vas deferens leber forbi den vaginale abning og videre ind
under den palliale ovidukt.

Imposex stadieveerdien for type a og b ligestilles og kun “tallet” bru-
ges til udregning af VDSI.

VDSI =X vds / n,
hvor vds er de enkelte stadieveerdier og n, er antallet af hunner.
4.6-15

Tekniske anvisninger for marin overvagning | Andersen, Markager & Zrtebjerg (red.)
4.6 Biologisk effektmonitering - imposex og intersex i havsnegle | 20-10-04



4.6-16

4.6.10 Bilag 2

Udviklingen af imposex kan beskrives ud fra forskellige “Mensink
sekvens”-stadier (efter Mensink et al. 1997) ogsa kaldet “penis klassi-
tikationsstadier”. ms-stadier skal kun anvendes ved karakterisering
af imposex hos almindelig konk, hvilket danner grundlag for bereg-
ning af Mensink Sekvens Indeks (MSI) ogsa kaldet Penis Klassifikati-
onsindekset (PCI).

ms-stadie 0. Ingen imposexkarakterer er til stede hos hunnen.

—_— —_— e

ms-stadie 1. En mindre knop pa “penis-site” oven over den hgjre
tentakel. Penisleengden er generelt mindre end 1.0 mm (alm. konk).

2 AW

ms-stadie 2. Udveaekst, der kan loftes op fra det underliggende
epithelium.

2 N =

ms-stadie 3. Penishomologen har begyndende penisfacon (begyn-
dende krumning). Penisleengden er generelt leengere end 3 mm (alm.
konk).

Hyvis vas deferens (brudstykke eller hel) er til stede, angives det med
veerdien 0,5, dvs. under udregningen af MSI oges stadieveerdien
yderligere med 0,5.

MSI=Xms / n,

hvor ms et de enkelte stadieveerdier, og n, er antallet af hunner.

Tekniske anvisninger for marin overvagning | Andersen, Markager & Zrtebjerg (red.)
4.6 Biologisk effektmonitering - imposex og intersex i havsnegle | 20-10-04



4.6.11 Bilag 3 - Skema til bestemmelse af imposex

Art: Station: Position: Dybde: Dato:
Nr. [ Skal- Antal Ken | Kensmodenhed Penis- vds ms Trema- Bemeerkninger
hejde ringe i (subad., ad.) leengde toder
(mm) | skallaget (mm)
Station Antal hun/ % Imposex | FPL (mm) RPLI (%) VDSI MSI Skalhgjde (mm)
antal han interval
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4.6.12 Supplement - Bestemmelse af intersex hos
almindelig strandsnegl

Formal

Forekomsten af intersexfeenomenet hos almindelig strandsneg]l (Litto-
rina littorea) kan anvendes som alternativ til imposex hos dveegkonk,
nar der biomoniteres for tributyltin (TBT) i kystneere omrdder.

Intersex er ligesom imposexfeenomenet en maskulinisering af hun-
ner, men morfologisk set er der forskelle. Intersex giver sig udtryk
som misdannelser af hunnens reproduktive organer eller i en decide-
ret omdannelse af hunnens reproduktive organer til hanlige organer.

Intersexfeenomenet betragtes i moniteringsgjemed som en mindre
sensitiv parameter mht. TBT-niveauet sammenlignet med impo-
sexfeenomenet hos konksnegle (Minchin et al. 1997), hvorfor intersex
kun ber anvendes som effektparameter, hvis dvergkonk ikke fore-
kommer i det pdgeeldende omrade. Hvis almindelig strandsnegl an-
vendes skal det ske efter aftale med det marine fagdatacenter.

Som supplement til intersex hos hunsnegle kan antallet af penial
kirtler pa penis hos hansegle ogsa undersoges, da der indikationer pa
at antallet reduceres med stigende TBT-niveau (Bauer et al. 1997, Ster-
ling 2000), men der behoves stadig en vis viden pa dette omrade. Det
tyder pd, at penial kirtlerne kan belyse visse supplerende forhold
sammenlignet med intersex. Det tyder dels pd, at dette feenomen er
reversibelt, sa det i hojere grad afspejler et mere nutidigt TBT-niveau,
dels er antallet rimelig hurtigt at telle, ndr man alligevel har fat i de
enkelte snegle.

Denne tekniske anvisning er en modificering af OSPAR 1997.

Kriterier

Moniteringsomrader lokaliseres i forhold til en kystnaer punktkilde
med TBT, dvs. en havn, marina eller skibsveaerft.

Det anbefales at der udvaelges mindst 3 omrader, der ber vere lokali-
seret pa samme side af en forventet kilde, f.eks. i en afstand af 0-50,
500-600, 2500-10000 m for at kortleegge en eventuel gradient i forure-
ningsniveauer mellem det hojeste effektniveau og et lokalt bag-
grundsniveau.

Bemeerk at afstandene mellem stationerne og TBT-kilden er mindre
sammenlignet med situationen, hvor dveargkonk anvendes. Dette
skyldes, at intersex hos strandsnegle er en mindre sensitiv effektpa-
rameter (Minchin et al. 1997).

Stationerne bor leegges udfra et lokalkendskab til bund- og stremfor-
hold samt andre mulige TBT-kilder.
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Selve stationerne skal veere geografisk veldefinerede (DGPS), sa det
er muligt et gentage provetagningen for at folge eventuelle tidslige
variationer.

Ved en vedvarende monitering skal det efterstraebes, at tidspunktet
for indsamlingen af snegle er det samme hvert dr. Det anbefales, at
indsamlingen foregar i periode marts - maj.

Principper

Der kan opstilles 3 forskellige parameterveerdier til beskrivelse af
intensiteten af intersex i en gruppe af almindelige strandsnegle, hen-
holdsvis frekvens (%), intersex indeks (ISI) og gennemsnitlig leengde
af prostata kirtel hos hunner (FPrL). Alle 3 parameterveerdier skal
udregnes. Derudover kan penial kirtel indekset (PKI) udregnes for
hansnegle udregnes, som et supplement til intersex hos hunsneglene.

Provetagning

Almindelig strandsnegl

Almindelig strandsnegl er udbredt overalt i de danske farvande helt
ind i den vestlige Jstersg. Den lever i tidevandszonen fortrinsvis pa
storre sten og lignende fast underlag, men den kan ogséd findes pa
sandbund.

Det skal indsamles ca. 50 individer per station.

Den almindelige strandsnegl kan forvekles med de besleegtede men
mindre arter, levendefodende strandsnegl (L. saxatilis) og L. neritoi-
des.

Fangstmetoder
Indsamlingen foregar lettest ved en manuel “plukning” af sneglene.

Transport og opbevaring

Strandsneglene opbevares og transporteres levende under kelige
forhold. Sneglene kan holdes i live i en uge ved opbevaring i 5°C
saltvand med lufttilfersel.

Bemeerk: Opbevaring i sprit eller formalin ma ikke finde sted for be-
stemmelsen af intersex er tilendebragt. Nedfrysning ber ogsa undgas,
men kan accepteres.

Handtering

Skallen knzekkes med en papegojetang eller i en skruestik og blede-
lene udtages med pincet. De videre undersogelser foregar med stere-
olup. For sneglene undersoges bedoves de i 2 - 3 timer med en 7%
MgCl,-oplesning for at opna maksimal afslapning af muskler.
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Analysemetoder

Bestemmelse af kon

Almindelig strandsneg] er seerkennet og pa trods af mulige intersex-
karakterer er der forskelle pd adulte hanner og hunner. Det kan veere
mere vanskeligt at kensbestemme subadulte individer.

Nedenfor er henholdsvis hunnens og hannens reproduktive organer
skitseret (se ogsa bilag 5).

Hunnens reproduktive organer

De bedste kendetegn er hunnens lyserode til morkerede ovarie, der
ligger pa langs med fordojelseskirtlen, samt den rette (ikke krollede)
ovidukt (ofte fyldt med eeg), der forbinder ovariet med den palliale
ovidukt.

Den palliale ovidukt, der ligger pa langs med kappehulen, bestar af
eggehvidekirtel, sseedgemme, eegkapselkirtel, “gelékirtel”, bursa co-
pulatrix og den vaginale dbning (se figur 8§ samt bilag 4).

Figur 8 Hunnens reproduktive organer. 1) ovarie, 2) ovidukt, 3) eeggehvide-
kirtel, 4) ssedgemme, 5) eegkapselkirtel.

Hannens reproduktive organer

De bedste kendetegn er hannens gule testis, der ligger sammen med
fordejelseskirtlen, samt den krollede seminale vesikel, der forbinder
testis til prostata kirtlen.

Prostata kirtlen, der ligger pa langs med kappehulen er klovet med
en sedrende, der leber videre til penis. Penis er placeret lige ved
hgjre tentakel. Penialkirtlerne sidder som knopper pa ydersiden af
penis (se figur 9).
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Figur 9 Hannens reproduktive organer. 1) testis, 2) seminal vesikel, 3) pro-
stata kirtel, 4) seedrende, 5) penis og 6) penial kirtler pd penis.

Bemeerk: Hannerne kan i visse tilfeelde helt afstede deres penis
(Deutsch & Fioroni 1992).

Beskrivelse og karakterisering af intersexstadier

Intersexfeenomenet hos strandsnegle er en gradvis eendring af hun-
nernes palliale ovidukt hen i mod en decideret omdannelse til en
maskulin prostata kirtel samt udvikling af penis og saedrende.

Udviklingen af intersex kan enten beskrives ved en stadieinddeling
af de forskellige udviklingstrin for makuliniseringen af den palliale
ovidukt, eller ud fra leengden af den eventuelt dannede prostata kir-
tel.

Eventuelle intersexkarakterer undersoges nemmest ved forst at stu-
dere den palliale ovidukt fra oversiden af kappen for eventuelle be-
gyndende dannelser af prostatakirtel. Derpa klippes kappehulen op i
venstre side, sd eventuelle spaltninger af den palliale ovidukt kan
studeres fra indersiden af kappen.

Derudover kan antallet af penialkirtler pa penis hos hansnegle teelles
som supplement til intersex hos hunsnegle. Penialkirtlerne sidder
som knopper pd ydersiden af penis.

Intersex indeks

Intersexfeenomenet kan karakteriseres ud fra 5 intersexstadier (isi).
De enkelte stadier karakteriseres ved, hvor maskuliniseret den palli-
ale ovidukt er. I bilag 4 er der vist skitser af de forskellige udvik-
lingstrin (Bauer et al. 1995).

Stadie 0: Normal hun uden morfologiske aendringer.

Stadie 1: Den vaginale abning er forsterret med et mindre snit og
bursa copulatrix er splittet pa langs.
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Stadie 2: Hele den palliale ovidukt er splittet med mere end 2/3 pa
langs af en dben rende.

Stadie 3: Begyndende til fuldt udviklet prostatakirtel. En begyndende
udvikling af prostatakirtel ses bedst uden pd kappen, som deformi-
teter i den palliale ovidukt, der synes som en hvid plamage i géle- og
egkapselkirtel. Alternativt kan den palliale ovidukt veere spaltet i
hele sin leengde. Bemeerk at en begyndende udvikling af prostatakir-
tel kan finde sted selvom, at den palliale ovidukt kun blevet splittet
svarende til stadie 1 og 2. Stadiet skal alligevel karakteriseres som
stadie 3.

Stadie 4: En seedrende lober fra den dannede prostata kirtel og hen til
en dannet penis oven over hgjre tentakel, samme steds som hos han-
ner. Stadie 4 forekommer kun i seerdeles TBT-belastede omrader.

Der kan udregnes et intersex indeks (ISI), der beskriver intensiteten
af intersex i en gruppe af snegle. ISI udregnes som middelveerdien af
intersexstadier.

ISI = X intersexstadier af alle indsamlede hunner / antal hunner

ISI-veerdier storre end 1.0 indikerer, at en vis del af hunnerne er ste-
riliseret pa grund af udviklingen af intersex. Strandsnegle med isi-
stadierne 2 - 4 anses for at veere sterile (Bauer et al. 1995).

Forskelle pa 0,5 enhed mellem ISI-veerdier anses for at veere signifi-
kante.

Gennemsnitlig leengde af prostata kirtel hos hunner

Leengden af en eventuelt dannet prostata kirtel males pa langs med
0.1 mm’s nojagtighed med stereolup. Prostata kirtlen er kun tilstede i
de sterile isi-stadier 3 og 4.

Parameterveerdien, gennemsnitlig leengde af prostata kirtel hos hun-
ner (FPrL), udregnes som middelleengden af prostata kirtlen hos alle
hunner.

FPrL = X leengde af prostata kirtel hos alle indsamlede hunner / antal
hunner

FPrL-vardier storre end 0.0 indikerer, at en hvis del af hunnerne er
sterile.

Penial Kirtel Indeks

Antallet af penialkirtler pd penis hos hanner teelles med brug af ste-
reomikroskop. Hvis der presses om penis med en pincet kommer
penialkirtlerne tydelige frem, hvorpa de er lettere at teelle. I meget
belatsede omrdder har hannerne ingen eller kun fa penialkirtler,
hvorimod i lavt belastede omrdder kan de have op til 25 - 40 penial-
kirtler.

Der kan udregnes et penial kirtel indeks (PKI), der er gennemsnits-
veerdien for antallet af penialkirtler (PKI) hos samtlige undersogte
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hanner. Hanner der har afstodt deres penis eller hvor penis kun er
mindre udviklet bor ekskluderes fra denne udregning.

PKI = X antallet af penialkirtler hos alle indsamlede hanner / antal
hanner

Aldersbestemmelse

Alderen af strandsnegle er en veasentlig parameter, nar intensiteten
af imposex skal vurderes, dels ved relatering til et nutidigt TBT-
niveau, dels ved sammenligning mellem geografiske og tidslige ob-
servationer. Almindelig strandsnegl kan blive op mod 10 ar gamle,
og da det tyder pd at intersex primeert udvikles i de forste levear
(Bauer et al. 1997), kan det diskuteres om en given intensitet af inter-
sex skyldes et tidligere eller “nutidigt” TBT-niveau.

Alderen hos almindelig strandsnegl vurderes pa baggrund af kens-
modenhed og skalhgjde.

Kun adulte hunner af strandsnegle (med synligt rodligt ovarie) inden
for et defineret storrelsesinterval pd 15 - 25 mm anvendes ved udreg-
ning af parameterveerdier. Derved frasorteres de yngste og eeldste
strandsnegle. Det anslds, at strandsnegle inden for dette storrelses-
interval ikke er eeldre end 2 ar (OSPAR 1997).

Skalhgjden males med 0,1 mm’s nejagtighed med skydeleere.

Parasit-infektioner

Strandsnegle inficeret med digene ikter (Trematoda) skal udelades af
materialet, da sddanne infektioner kan pavirke udviklingen af de
reproduktive organer (Lauckner 1980).

Strandsnegle med eroderede skaller, f.eks. pd grund af spioniden,
Polydora ciliata eller ruer ber ogsa frasorteres. Iseer gamle strand-
snegle kan veere helt afgnavede i toppen af skallen.

Kvalitetssikring

For at ensarte observationerne skal de angivne metoder i denne vej-
ledning anvendes.

Der vil blive atholdt tilbagevendende workshops, hvor de udferende
institutioner skal deltage for at interkalibrere de forskellige observa-
torers karakterisering af intersexstadier. Preeparater, billeder og dis-
kussion er vaesentlige elementer i workshoppen for at opna en opti-
mal sammenlignelighed af observationer.

Ved rapportering af data skal der, hvis muligt, henvises til deltagelse
i nationale eller internationale workshops eller ringtests.

Hvis der forekommer afvigelser fra denne vejledning, skal det indbe-
rettes til det marine fagdatacenter.
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Dataindberetning

Stationsbeskrivelse

Folgende observationer noteres for hver station: Dato, position, dyb-
de, afstand fra neermeste storre TBT-kilde(r) (havn eller marina), an-
tallet af indsamlede strandsnegle (antal hun/antal han).

Stationerne samt mulige TBT-kilder inden for en afstand af 5 km

indtegnes pa et detaljeret kort.

Beskrivelse af den enkelte snegl

Folgende noteres om hver enkelt snegl (se ogsa bilag 6): Skalhejde,
kon, kensmodenhed, intersexstadier, leengde af prostata kirtel hos
hunner og forekomsten af eventuelle trematode-infektioner.

Udregning af parameterverdier

Frekvens (%) med intersexkarakterer, intersex indeks (ISI) og den
gennemsnitlige leengde af prostata kirtel (FPrL) udregnes pa bag-
grund 40 - 50 (ca. 20 hunner) strandsnegle fra samme station. Pa til-
svarende made udrenes penial kirtel indeks (PKI) for hansnegle.

Frekvens =100% *n, / n,
ISI=Xisi / n,
FPrL =X prl / n,
PKI=Xpki / n,
hvor n, er det totale antal af hunner
n, er antallet af hanner
n, er antallet af hunner med intersex
prl, er leengden af prostata kirtel hos hunner med intersex
pki er antallet af penial kirtler hos de enkelte hanner.

Kun adulte strandsnegle inden for sterrelsesintervallet 15 - 25 mm,
der ikke er inficeret med digene ikter, skal indga i materialet.
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4.6.13 Bilag 4

Udviklingen af intersex kan beskrives ud fra intersexstadierne 0 - 4
(OSPAR 1996).

Figur 10  Skematisk udvikling af intersex hos almindelig strandsnegl. a:
anus, ag: albumin gland, bc: bursa copulatrix, cg: capsule gland, jg: jelly
gland, obc: open bursa copulatrix, opo: open pallial oviduct, p: penis, po:
pallial oviduct, pr: prostate gland, rs: receptaculum seminis, sg: sperm gro-
ove, vo: vaginal opening (OSPAR 1996).

ISI = S isi / n,

hvor isi er de enkelte stadieveerdier og n, er antallet af hunner.
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4.6.14 Bilag5

Skematisk beskrivelse af forskelle i a) ken og b) intersexstadier hos

almindelig strandsnegl (L. littorina) (OSPAR 1997).

a) Separation of the sexes
/Gonad (visceral hump)
Yellow Light red Brownish or any
’ Pale pink other colour
Male Female Gonadialfrenal
gonoduct
(collumeliar side of the
_visceral hump)
- 7
Colled — Straight (and/or filled
Vesicula seminalis with eggs) Oviduct
Male Female
b) Identification of the intersex stages

Identification showing how to distinguish between the sexes (a) of Littorina litttorea and the

intersex stages (b).

Measure shell height

|
- Male or female (see a) \

M!ale Fer?ale
No further Female pallial glands
analysis Or prostate glands
Or parts of prostate glands
No signs o]f prostate gland Prostate gland present
Open mantte cavity and o L
analyse the vaginal opening Ne"n?:d““’“a' Additional
. o —_— p penis
ymmetrically =2/3 in length
Oxoid shaped ;plit (nleng
Not enlarged |
Stage 0 Stag;a 2 Stage 3 Stage 4
- i N T~ —
r<1;t21/g r:g;?ngih. split, If present, the extension of
Symmetrically ovoid the prostate gland has to be

Stage 1
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4.6.15 Bilag 6 - Skema til bestemmelse af intersex

Art: Littorina littorea Dato:
Station: Position: Dybde:
Skalhejde Kensmodenhed prl | Trema- | Antal pe-
Nr. (mm) Kon | (subad., ad.) isi | (mm) | toder | nis kirtler
Art: Littorina littorea Skalhejdeinterval: -
Station Antal hun / antal han | % intersex ISI FPrL (mm)

/
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Samlet parameterliste for imposex og intersex

Nucella

Buccinum

Neptunea

Hinia

Littorina

Andel af hunner
med imposex
eller intersex (%)

Vas Deferens
Sequence Index
(VDSI)

Andelen af ste-
rile hunner (%)

Relative Penis
Size Index (RPSI)

Relative Penis
Length Index
(RPLI)

Intersex Stage
Index (ISI)

Middelleengde af
prostatakirtel i
hunner (FPrL)

Middelantallet af
penial kirtler i
hanner (PKI)

Mensink Sekvens
Index (MSI)

Tekniske anvisninger for marin overvagning | Andersen, Markager & Zrtebjerg (red.)

4.6 Biologisk effektmonitering - imposex og intersex i havsnegle | 20-10-04

4.6-29




	Teknisk anvisning for marin overvågning
	4.6 Biologisk effektmonitering – imposex og intersex i havsnegle
	Indhold
	4.6.1 Formål
	4.6.2 Kriterier
	4.6.3 Principper
	4.6.4 Prøvetagning
	4.6.4.1 Velegnede danske konksnegle
	4.6.4.2 Fangstmetoder, transport og opbevaring
	4.6.4.2.1 Fangstmetoder
	4.6.4.2.2 Transport og opbevaring
	4.6.4.2.3 Håndtering

	4.6.5 Analysemetoder
	4.6.5.1 Bestemmelse af køn
	4.6.5.1.1 Hunnens reproduktive organer
	4.6.5.1.2 Hannens reproduktive organer
	4.6.5.2 Beskrivelse og karakterisering af imposexstadier
	4.6.5.2.1 Penislængde
	4.6.5.2.2 Vas deferens sekvens
	4.6.5.2.3 Mensink sekvens
	4.6.5.2.4 Andre synlige ændringer som følge af imposex
	4.6.5.3 Aldersbestemmelse
	4.6.5.3.1 Kønsmodenhed
	4.6.5.3.2 Skalhøjde
	4.6.5.3.3 Årringe i skallåget
	4.6.5.4 Infektion med parasitter

	4.6.6 Kvalitetssikring
	4.6.7 Dataindberetning
	4.6.7.1 Stationsbeskrivelse
	4.6.7.2 Beskrivelse af den enkelte snegl
	4.6.7.3 Udregning af parameterværdier

	4.6.8 Referencer
	4.6.9 Bilag 1
	4.6.10 Bilag 2
	4.6.11 Bilag 3 - Skema til bestemmelse af imposex
	4.6.12 Supplement - Bestemmelse af intersex hos almindelig strandsnegl
	4.6.13 Bilag 4
	4.6.14 Bilag 5
	4.6.15 Bilag 6 - Skema til bestemmelse af intersex





