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Sammenfatning

Denne rapport omfatter en opsamling af to marine workshopper, som blev af-
holdt i 2004 som led i kvalitetskontrollen af den landsdeekkende overvagning
af biologisk effektmonitering i hhv. havsnegle og fisk inden for overvagnings-
programmet NOVANA.

Den forste workshop om havsnegle omfattede undersogelser af udvikling
af bade imposex og intersex som biomarkerer for forurening med antibegro-
ningsmidlet tributyltin (TBT). Interkalibreringsovelser viste, at overordnet set
var der en relativ lille variation mellem de enkelte deltageres resultater af
underspgelser af hhv. imposex i dveergkonk og intersex i alm. strandsnegl.
Dette viser, at imposex og intersex i havsnegle er relativt robuste biologiske
markerer. Sammenlignelige resultater kan opnas, selvom de personer, der
oparbejder proverne, kun har et mindre erfaringsgrundlag med denne type
af undersogelser.

Den anden workshop omhandlede alekvabbens reproduktion som forure-
ningsmarker, der en ny parameter i den marine del af overvagningsprogram-
met. Denne workshop omfattede gennemgang af den tekniske anvisning samt
praktiske ovelser.

Afsluttende er der udarbejdet tre bilag med detaljerede illustrationer af for-
skellige stadier af intersex og imposex i havsnegle (Bilag 1 og 2) samt af for-
skellige varianter af fejludviklet fiskeyngel, der kan forekomme i dlekvabbens
kuld (Bilag 3).



1  Workshop om imposex og intersex i
havsnegle

Workshoppen blev afholdt pd Seminestationen ved Isefjord 18. og 19. maj
2004.

1.1 Introduktion

I den marine overvagning indgar undersogelser af udbredelsen af imposex
og intersex i fire arter af havsnegle som biologiske markerer for forurening
med miljegiften tributyltin (TBT), der anvendes i skibsmalinger pd mange
storre skibe. Overvagningen omfatter en reekke omrader i kystvande og dbne
farvande i Danmark og er fortrinsvis foretaget i regi af det tidligere overvag-
ningsprogram NOVA-2003 og i det nye NOVANA-program, pa regionalt sa-
vel som pa nationalt niveau (DMU 2004).

Denne workshop havde til formal at treene/interkalibrere personer, der fore-
star undersogelser af imposex og intersex i havsnegle i forbindelse med marin
overvagning, for at kvalitetssikre /harmonisere resultaterne af denne type af
undersogelser.

Imposex og intersex er to forskellige mader, hvorved TBT-inducerede hor-
monforstyrrelser kommer synligt til udtryk i ellers seerkennede havsnegle.
Hunnerne begynder at udvikle irreversible hanlige kenskarakterer, der i veer-
ste fald kan medfere sterilitet. Graden af imposex, der er udviklet i snegle
fra et omrade, beskrives med indeks-veerdien VDSI (Vas Deferens Sekvens
Index), der er en midlet veerdi af alle observerede imposexstadier fra 0 til 4.
Tilsvarende beskrives graden af intersex med et indekset ISI, der er en midlet
veerdi af alle observerede intersexstadier fra 0 til 4. Yderligere anvendes antal-
let af peniskirtler, givet ved et middelkirtelantal (mPK), hos hanner af alm.
strandsnegl som indikator, da lave veerdier af mPK tilsvarende kan findes i
TBT-belastede omrader.

Workshoppen fokuserede primeert pa undersogelser af imposex i dveergkonk
(Hinia (= Nassarius) reticulata) og intersex i almindelig strandsnegl (Littorina
littorea). Udgangspunktet for disse undersogelser var instrukserne beskrevet
i den tekniske anvisning for biologisk effektmonitering i havsnegle, der er
elektronisk tilgeengelig pa Det Marine Fagdatacenters hjemmeside (http://
m-fde.dmu.dk).

Workshoppen blev atholdt af Jakob Strand fra Danmarks Miljeundersegelser,
Afdeling for Marin @kologi i regi af Det Marine Fagdatacenter. Sidste tilsva-
rende workshop om imposex og intersex i havsnegle blev afholdt af DMU/
Det Marine Fagdatacenter i 1999 (Strand & Dahl 2001), og en ny feelles work-
shop var nu vurderet som relevant i forbindelse med en den nye programpe-
riode for marin overvagning under NOVANA.

Dveergkonk Almindelig strandsnegl



Jette,
Ringkjebing
Amt

1.2 Praktiske forhold

1.21  Workshoppens indhold

Workshoppen blev afholdt over to dage. Den forste dag var forbeholdt un-
dersogelser af imposex i dveergkonk og den anden dag intersex i alm. strand-
snegl. Begge dage startede med en praesentation af de tekniske anvisninger
og hvilke kendetegn, man skulle kigge efter, mht. kensbestemmelse og de for-
skellige stadier af imposex eller intersex. Den fremtidige programbeskrivelse
og enkelte resultater fra den hidtidige marine overvagning under NOVA-
2003/NOVANA blev ogsa preesenteret, se bl.a. Strand (2003).

De neeste timer blev brugt pa praktiske undersogelser af havsnegle i labora-
toriet, hvor hver enkelt deltager havde adgang til stereolup. Hermed var der
mulighed for instruktion og diskussion af bestemmelse af kon og forskellige
stadier af imposex eller intersex.

De praktiske undersogelser blev begge dage afsluttet med en interkalibre-
ringsgvelse, hvor alle deltagere hver iseer gennemgik de samme 10 individer.
Denne ovelse gav et grundlag for at vurdere sammenlignelighed /variation i
resultater af disse typer af undersogelser.

Derudover blev der pa workshoppen praesenteret et indleeg om forslag til,
hvordan imposex og intersex i havsnegle kan indga i vurderinger af miljotil-
standen i det marine miljo, og hvordan det kan integreres med overvagning af
miljegifte. Dette er primeert set med henblik pd EU’s kommende vandramme-
og habitatdirektiv.

Yderligere gav Marina Magnusson fra Geteborg Universitet en god praesen-
tation af undersogelser af imposex i dvaergkonk ved den svenske vestkyst i
Skagerrak.

1.2.2  Deltagere

Workshoppen havde i alt 11 deltagere, hvoraf de ni deltog med henblik pa
NOVANA-programmet. De to andre deltagere var udenlandske geester fra
hhv. Sverige og Holland.

Ikke alle deltagere havde det samme erfaringsgrundlag med denne type un-
dersogelser. Fire deltagere havde god erfaring med undersogelser af dveerg-
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Tabel 1 Oversigt over deltagernes erfaring med undersogelser af hhv. imposex i
dveergkonk og intersex i alm. strandsnegl opgjort ved hvor mange individer, delta-
gerne havde undersegt for workshoppen.

< 10 individer > 10 - < 50 individer > 50 individer

Imposex i dvaergkonk 6 deltagere 1 deltager 4 deltagere
Intersex i alm. strandsneg| 3 deltagere 2 deltagere 6 deltagere

konk og seks havde god erfaring med undersogelser af alm. strandsnegl. Fire
deltagere havde ingen eller kun lille erfaring med de pageeldende to arter
(tabel 1).

Kun tre af deltagerne havde ogsa deltaget i den tidligere workshop afholdt af
DMU i 1999.

1.2.3  Provemateriale til brug ved workshop

Deltagere fra Ringkjebing Amt havde op til workshoppen indsamlet levende
dveergkonker fra den vestlige Limfjord ved Lemvig og Thyboren fra bade
mere og mindre TBT-belastede omrader. Yderligere havde en deltager fra
Fyns Amt medtaget alm. strandsnegle fra Odense Fjord. Det var dermed mu-
ligt at studere bade upévirkede og alvorligt pavirkede snegle.

Disse snegle blev 1-2 timer for de praktiske ovelser bedovet i 7% MgCl,-op-
losning.

Derudover blev der studeret enkelte frosne eksemplarer af redkonk og almin-
delig konk, som var blevet indsamlet i Skagerrak.

1.2.4  Metodebeskrivelse for interkalibreringsovelser

Bade for dveergkonk og almindelig strandsnegl blev der afholdt interkali-
breringsevelser. Jvelserne foregik ved, at 10 individer blev taget ud af de-
res skaller og lagt pa 10 nummererede petriskale, hvori der var heeldt en 7%
MgCly-oplesning som bedevelsesmiddel.

I forste omgang skulle deltagerne kun bestemme, om sneglene var hunner el-
ler hanner ud fra de ydre kenskarakterer, dvs. fortrinsvis pd om der var en ret
ovidukt eller en krollet seminal visikel til stede. For alm. strandsnegle skulle
det —1i tilfeelde af at det var en hun — ogsa vurderes, om den havde udviklet en
prostatakirtel, som udvikles i intersex stadium 3.

I anden omgang skulle deltagerne fokusere pa bestemmelsen af imposex i
henhold til VDSI-klassifikationen og intersexstadier i henhold til ISI-klassifi-
kationen. For dvergkonk blev alle hannerne udskiftet med nye individer af
hunner. For alm. strandsnegl blev kappehulen klippet op pd de hunner, som
ikke var bestemt til at veere udviklet til stadie 3, sa den vaginale abning blev
blottet og udviklingen af intersex i stadie 0, 1 eller 2 derpa kunne vurderes.
For hannerne af alm. strandsnegl skulle antallet af penialkirtler pa penis teel-
les i anden omgang.



1.3  Resultater og diskussion af interkalibrering

Sammenligningen af resultaterne af de enkelte deltageres undersogelser af 10
individer af hhv. dveergkonk og alm. strandsnegle er angivet i tabel 2—6.

Oversigten i tabel 2-6 giver mulighed for at vurdere variationen mellem
forskellige personers bestemmelse af imposex og intersex. Det skal i denne
sammenheeng igen naevnes at ikke alle deltagere havde det samme erfarings-
grundlag med disse typer af undersegelser, jvf. tabel 1. Derudover vil prove-
storrelsen ogsa have indflydelse pa den numeriske variation i bestemmelsen
af indeks-veerdier mellem forskellige personer. Af den tekniske anvisning
fremgar det at der optimalt set ber undersoges 40 snegle per station og ikke
10 som i disse ovelser.

Deltager A’s resultater kan i disse interkalibreringsevelser betragtes som en
mulig referenceveerdi, da deltager A (Jakob Strand, DMU) har en stor erfaring
med undersogelser af bdde imposex og intersex i havsnegle. Jakob Strand har
bla. igennem en drraekke deltaget i internationale ringtests og to workshop-
per igennem organisationen Quasimeme (se fx Quasimeme 2002). Muligheden
for, at ogsa andre deltagere fremover kan tilmelde sig sadanne ovelser inden-
for Quasimeme som en yderligere kvalitetssikring, ber naevnes.

1.3.1  Interkalibrering for dvaergkonk

Alle deltagere foretog en korrekt kensbestemmelse af de 10 individer af
dveergkonk, der fordelte sig pa 5 hunner og 5 hanner (tabel 2). Samtlige hun-
ner af dveergkonk, der blev undersegt i anden omgang, havde udviklet impo-
sex, hvilket ogsa blev fundet af alle deltagerne med undtagelse af deltager E,
som havde bestemt individ nr. 2 og 9 til stadie 0 (tabel 3). Deltager E havde i
ovrigt haft vanskeligheder med at finde brudstykke af seedleder i en reekke af
de andre hunner, hvorfor vedkommende sa havde bestemt disse stadier til 1A
eller 2A, hvorimod resten af deltagerne havde bestemt dem til stadium 3A.

Kun for tre af individerne (nr. 2, 9 og 10) var der ellers en vis variation mel-
lem deltagerne i bestemmelsen af imposexstadier (tabel 3). I individ nr. 2 fandt
hovedparten af deltagerne kun en begyndende udvikling af en penis uden et
brudstykke af seedleder (stadium 1A), hvorimod to deltagere fandt tegn pa
brudstykke af seedleder, men ingen penis (stadium 1B), og en enkelt deltager
fandt bade penis og brudstykke af seedleder (stadium 3A). I individ nr. 9 fandt

Tabel 2 Deltagernes kensbestemmelser af 10 individer af dveergkonk (1: hun, 0: han).

Deltager | A B C D E F G H | J K
Individ nr.

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | RSD (%)
Kensratio| 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 0,0%
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Tabel 3 Deltagernes bestemmelser af imposex i 10 individuelle hunner af dveerg-

konk.
Deltager | A B C D E F G H | J K
Individ nr.
1 3A 3A 3A 3A 3A 3A 38A 3A 3A - B83A
2 1A 1A 3A 1B 0 1A 1A 1A 1B - 1A
3 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A - 3A
4 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A - 3A
5 3A 3A 3A 3A 2A 3A 3A 3A 3A - 3A
6 3A° 3A 3A 3A 1A 3A 3A 3A 3A - 3A
7 3A 3A 3A 3A 1A 3A S3A 3A 3A - B83A
8 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A 3A - 3A
9 1B 3A 1B 1B 0 iB 1B 1A 1A - 1A
10 3A 3A 2A 1A 1A 2A 2A 2A 3A - 3A |RSD (%)
VDSI 26 28 27 24 17! 25 25 25 26 - 26| 47%

1 Deltager E indgér ikke i beregningen af RSD.

fem deltagere kun tegn pa brudstykke af seedleder, men ingen penis (stadium
1B), tre deltagere fandt en penis, men ingen seedleder (stadium 1A), og en en-
kelt deltager fandt bdde penis og seedleder (stadium 3A). I individ nr. 10 fandt
fire deltagere bade en penis og et brudstykke af seedleder, fire deltagere fandt
en penis med penisdukt, men ingen seedleder (stadium 2A) og to deltagere
fandt kun en penis uden penisdukt og sedleder (stadium 1A). Ved reeksa-
mination af de pageeldende individer fremstod et brudstykke af seedleder i
individ 9 og 10, nar der blev arbejdet med skyggeeffekter af mikroskoplys.

Overordnet var der en god sammenlignelighed mellem deltagernes bestem-
melser af imposexstadier i dveergkonk, hvilket ogsa afspejler sig i variationen
i den beregnede VDSI-veerdi, hvor den relative standardafvigelse (RSD) var
pa 4,7%, nar der ses bort fra deltager E (fabel 3).

1.3.2  Interkalibrering for alm. strandsnegl

Alle deltagere foretog en korrekt kensbestemmelse af de 10 individer af alm.
strandsnegl, der fordelte sig pa 6 hunner og 4 hanner (tabel 4). Selv i de to
mere vanskelige tilfeelde, hvor hannens seminale vesikel, der er hannens pri-
meere kendetegn, ikke fremstod videre tydeligt.

Samtlige deltagere var ogsa enige om, at 3 af hunnerne havde udviklet en pro-
statakirtel identisk med hannens, sa de kun kunne kensbestemmes vha. den
rette ovidukt, dvs. intersex i stadium 3 (tabel 5). Derved var der ingen tvivl
om, at de pageeldende hunner kunne betragtes som sterile.

Derimod var der en vis variation i bestemmelsen af, om de 3 andre hunner
havde udviklet intersex i stadium 0 eller 1, dvs. om der i den ventrale side af
den vaginale dbning var en mindre, men unaturlig, split eller ej. Individ nr. 1
blev af 6 deltagere bestemt til stadium 0, hvorimod 5 deltagere bestemte den
til stadium 1. Individ nr. 4 og 8 blev af 9 deltagere bestemt til stadium 1, hvori-
mod 2 deltagere bestemte dem til stadium O (tabel 5).

Overordnet var der en god sammenlignelighed mellem deltagernes bestem-
melser af intersexstadier i alm. strandsnegl, hvilket ogsé afspejler sig i varia-
tionen i den beregnede ISI-veerdi, hvor RSD var pa 7,5% (tabel 5).



Tabel 4 Deltagernes kensbestemmelser af 10 individer af alm. strandsneg] (1: hun,

0: han).
Deltager | A B C D E F G H I J K
Individ nr.
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | RSD (%)
Konsratio| 0,6 06 06 06 06 06 06 06 06 06 0,6 0,0%

Tabel 5 Deltagernes bestemmelser af intersex i 6 individuelle hunner af alm. strand-

snegl (jf. tabel 4).

Deltager | A B C D E F G H I J K
Individ nr.
1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
4 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1
6 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
8 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1
10 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 | RSD (%)
ISI 18 20 20 18 18 18 18 20 18 15 1.8 7,5%

Tilsvarende var der ogsa en relativ god sammenlignelighed mellem deltager-
nes bestemmelser af antallet af penialkirtler pa de fire hanners penis, hvor
RSD var 4,1% for mPK (tabel 6). Alle deltagere var enige om, at to af hannerne
helt manglede penialkirtler, at den ene han havde tre penialkirtler (to delta-
gere talte dog seks kirtler), og den sidste han havde efter de fleste deltageres
bestemmelser 32 kirtler, men seks deltagere talte mellem 26 og 31 kirtler. Pa
penis af den sidste han var mange af kirtlerne seerligt teetsiddende, hvilket
vanskeliggjorde teellingen af dem.

Tabel 6 Deltagernes bestemmelser af antallet af penialkirtler pa penis hos 4 indivi-

duelle hanner af alm. strandsnegl (jf. tabel 4).

Deltager | A B C D E F G H | J K
Individ nr.
2 3 3 3 3 6 3 3 3 3 3 6
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 32 32 31 32 26 32 31 32 28 30 28
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | RSD (%)
mPK 88 88 85 88 80 88 85 88 78 83 85 4,1%
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1.4  Evaluering af workshoppen

Afsluttende blev der omdelt et sporgeskema for at fa deltagernes vurdering
af workshoppen. Tilbagemeldingen var, at workshoppen overordnet var vel-
lykket, bade mht. de faglige indleeg og ovelser samt med de rammer, som
Seminestationen frembed (tabel 7).

Tabel 7 Deltagernes evaluering af workshoppens delelementer opgjort med en mid-
delveerdi af en karaktergivning fra 1 til 5, hvor 1 er bedst og 5 er veerst.

Delelementer Middel-score
Veaegtning mellem indleeg og evelser 1,4
Kvallitet af indlaeg 1,9
Hvordan var de praktiske gvelser 1,1
Kvalitet af den tekniske anvisning 1,7
Var workshoppens leengde tilpas 1,2
Antal deltagere i forhold til instruktion 1,6
Indkvartering 1,9
Forplejning 2,8

Den vaesentligste svaghed, som blev fremheevet i flere af evalueringerne, var,
at der under de praktiske ovelser burde have veeret en monitor/skeerm samt
et kamera, der var koblet til en af stereolupperne, sd man kunne have foreta-
get feelles fremvisninger og evt. taget fotos af illustrative samt specielle indi-
vider af snegle.

Deltagerne blev ogsa spurgt om, hvorvidt de syntes, der var behov for yderli-
gere workshopper om imposex og intersex i havsnegle. Her 14 svarene noget
spredt, fra ensker om éarligt opfelgende workshopper til forst behov for en
gentagelse efter en arreekke, fx nar NOVANA skal revideres igen med henblik
pa en ny programperiode. Variationen i dette behov afspejler nok i hej grad,
hvilken erfaring de enkelte deltagere havde pa forhand.

1.5 Konklusion

Overordnet set var der en god sammenlignelighed mellem de enkelte deltage-
res undersegelser af hhv. dveergkonk og alm. strandsneg].

Interkalibreringen viste, at alle deltagere havde fuldsteendigt ensartede kons-
bestemmelser af bade dveergkonks og alm. strandsnegls ken, dvs. af hhv. han-
ner og hunner. Mht. bestemmelse af imposex i dveergkonk og intersex i alm.
strandsnegl var der kun mindre variationer med relative standardafvigelser
pa de midlede indeksveerdier mellem 4,1% og 7,5%. Denne variation kunne
tilskrives bestemmelser af hhv. imposex- og intersexstadier i fa individuel-
le hunner, hvor det for dveergkonk iser var vanskeligt at vurdere, om der
var mindre brudstykker af seedleder til stede eller ej, og for alm. strandsnegl
om der var en mindre, men unaturlig split i den vaginale dbning eller ej. En
mindre variation var ogsa til stede i resultaterne for antallet af penialkirtler
pa hannens penis hos alm. strandsneg]l, iseer ved forekomst af mange teetsid-
dende kirtler.

Den forholdsvis lille variation mellem deltagerne viser, at indeksvaerdierne
for imposex og intersex i havsnegle er relativt robuste biologiske markerer.
Sammenlignelige resultater kan opnas, nar de personerer, der oparbejder pro-
verne, har et vist erfaringsgrundlag med denne type af undersogelser.
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Navn Institution e-mail
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2 Workshop om dlekvabbens
reproduktion som forureningsmarker

Workshoppen blev aftholdt hos DMU i Roskilde den 20. oktober 2004.

2.1 Introduktion

Undersogelser af alekvabbens reproduktion indgér i den marine del af over-
vagningsprogrammet NOVANA. Disse undersogelser vil biddrage til vurde-
ringer af forekomsten af biologiske effekter af miljefarlige stoffer i havmiljoet.
De foretages i fire regionale kystvande med to stationer i hver. Derudover
indgar ogsa to DMU-stationer.

Alekvabbe (Zoarces viviparus)

Denne workshop havde til formal at treene personer, der undersoger alekvab-
bens reproduktion inden for marin overvagning i regi af overvagningspro-
grammet NOVANA. Dette skal ses som en del af kvalitetssikringen/harmo-
niseringen af resultaterne af denne type undersegelser. Derudover skabte
workshoppen en ramme for at udveksle erfaringer, blive inspireret af og dis-
kutere med kolleger.

Workshoppen fokuserede primeert pd makroskopiske undersogelser af éle-
kvabben og dens yngel, herunder hvordan forskellige typer af fejludviklet
fiskeyngel karakteriseres. Udgangspunktet for disse undersegelser var in-
strukserne beskrevet i den tekniske anvisning for biologisk effektmonitering i
fisk, der er elektronisk tilgeengelig pa Det Marine Fagdatacenters hjemmeside
(http:/ /m-fdc.dmu.dk).

Workshoppen havde 12 deltagere, hhv. to fra DMU, ni repreesentanter fra fire
amter og en person tilknyttet et universitet. Seks personer havde tidligere
foretaget undersogelser ifelge den tekniske anvisning, bl.a. tre af amterne,
som allerede det foregaende ar havde foretaget indledende pilotundersogelser.

Workshoppen blev afholdt af Jakob Strand fra Danmarks Miljgundersogelser,
Afdeling for Marin @kologi i regi af Det Marine Fagdatacenter.

2.2 Indhold

Workshoppen indeholdt en gennemgang og diskussion af den tekniske anvis-
ning, praesentation af resultater fra feltundersogelser og praktiske ovelser.

Under gennemgangen af den tekniske anvisning blev ogsa procedure for ind-
samling og handtering af prover diskuteret. Det blev bl.a. foresldet, at DMU
fremover burde indsende en ansogning til Fiskeridirektoratet for at fa en sam-
let dispensation til indsamling af dlekvabben i dens fredningsperiode for hele
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programperioden i NOVANA. Dispensationen skal deekker bade de regionale
og DMU-stationerne. Yderligere blev udtagning og transport af leverprover
til malinger af afgiftningsenzymer, dvs. EROD aktivitet, diskuteret. Det blev
papeget, at leverprover skal tages fra friske fisk hurtigst muligt efter indsam-
lingen fra ruser, hvorpa proverne skal fryses ned i flydende nitrogen eller
toris for at bevare enzymaktiviteten.

Jakob Strand og Beth Seeborg preesenterede data fra tidligere undersogelser
udfert af hhv. DMU og Storstrems Amt.

De praktiske ovelser indeholdt bl.a. handtering og dissektion af dagfriske
gravide dlekvabber og yngel. Desuden var det muligt at studere preeparater af
forskellige typer af deformiteter, der kan forekomme hos dlekvabbens yngel.

I den afsluttende opsamling blev den tekniske anvisning kommenteret endnu
engang. Status for rapportering af data til MADS blev ogsa diskuteret. En
revideret teknisk anvisning vil blive tilgeengelig snarest muligt sammen med
de opdaterede STANDAT-kodelister.

Det blev ogsa foresléet, at fotografier af forskellige typer af fiskeyngel burde
gores tilgeengelig via M-FDC'’s hjemmeside. Disse er nu vedlagt i bilag 3.

2.3 Referencer

Strand, J. & Dahllof, I. 2004: Teknisk anvisning for marin overvagning. 6.3
Biologisk effektmonitering - fisk. ver. 05-11-04. Danmarks Miljeundersogelser.
- Teknisk anvisning fra DMU’s Marine Fagdatacenter : 19 s. (elektronisk).
http:/ /www2.dmu.dk/1_Om_DMU/2_tvaer-funk/3_fdc_mar/program-
grundlag/TekAnv2004_2009/Del6/TA04_6_3_BEM_fisk.pdf
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Bilag 1 - Illustrationer af intersexstadier i
almindelig strandsnegl

Forekomsten af intersex i almindelig strandsnegl undersoges i den marine del
af det danske overvagningsprogram NOVANA som en biomarker for forure-
ningen med antibegroningsmidlet tributyltin (TBT), der er blevet anvendt i
skibsmalinger.

En mere detaljeret teknisk anvisning kan ses pa Det Marine Fagdatacenters
hjemmeside http:/ /m-fdc.dmu.dk.

Keonskarakterer i alm. strandsnegl

Hunnen

1) ovarie

2) ovidukt

3) eeggehvidekirtel
4) seedgemme

5) eegkapselkirtel

Foto: ARHUS AMT

Hannen

1) testis

2) seminal vesikel

3) prostata kirtel

4) seedrende

5) penis

6) penialkirtel pa penis
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a: anus

ag: albumin gland
cg: capsule gland
jg: jelly gland

po: pallial ovidukt
vo: vaginal opening
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Intersex stadium 0:

Normal hun med fuldt udviklet ovidukt og en ikke opsplittet kensabning.

s

Intersex stadium 1:

Opsplitningen af kensabning har en leengde pa < 1/3 af den samlede leengde
af den palliale ovidukt.

Foros: ArHus Amt

Foto: RiNGkJoBING AMT



Intersex stadium 2:

Opsplitningen af kensabning har en leengde pa >1/3 af den samlede leengde
af den palliale ovidukt men med ingen synlig udvikling af prostatakirtel pa
ydersiden af kappen.

Foto: RiNGkJoBING AMTT

Intersex stadium 3:

Helt eller delvis dannet prostatakirtel i hunner. Leengden af prostata er angivet.

Foro: Arrus Amt
Foro: Arrus Amt

-

Foto: RiNGkJoBING AMT

Foto: RINGKJ@BING AMT

o Delvist udviklet prostatakirtel . .

19



Foto: RiNGKJ@BING AMTT

Foto: RiNnGkJoBING AMT

Intersex stadium 4:

Hunnen har i tilleeg til prostatakirtlen ogsa udviklet en pseudopenis.

Antallet af penialkirt-
ler pa hannens penis
er ogsa atheengig af

forureningsniveauet.

2 stk. penialkirtler pa hannens penis.

20

0 stk. penialkirtler pa hannens penis.

Foto: RiNGKJ@BING AMTT

Foro: Arrus Amt

Foto: RingkJ@BING AMT



Mal for intersex

Minimum 40 snegle, hvor ca. halvdelen er hunner ber undersgges pr. station.

Frekvens (%) af hunner der har udviklet intersex

¢ Intersex Index: ISI = Y ISI/n?

e % sterile: Andel af hunner med ISI/stadier 2 - 4

¢ Middelleengde af prostata i hunner: mFPL =} fpl/n?%

* Middelantal af penialkirtler: mPK = ) pk/nd"

Forekomst af intersex i alm. strandsnegl i Danmark
Data fra 1998-2002.

n=10 n=19

=)
1}

N
[&]

'SU R 1s1>20
[A 1s1=1220
& si=0,7-1,2
H isi=0307

[]1s1<0,3

% sterile | N sterile > 70%
[A 30-70%
I 10-30%
H o-10%

[] sterile=0%

100% 7

80% 1

NN\

[TTTTTTT T TS

60% T
40% T

20% 1

ANNNN
AN

—4 mPK . mPK < 5
]
- [A mPK=5-10

ISl sterile mPK ISl sterile mPK IS sterile mPK B mPk=10-15
H mPKk=15-25
[] mPK>25

OO/O

Industri-, fiskeri- Marinaer il Uden for havne
og veerftshavne lystbade (0,2 - 3km)

Data er rapporteret hhv. i regionale overvagningsrapporter for kystvande
samt i de nationale rapporter for marine omrader som fx:

Marine omrader 2002 - Miljetilstand og udvikling. NOVA 2003. Faglig rapport

fra DMU nr. 467 - http:/ /www.dmu.dk/Udgivelser /Faglige +rapporter/
Nr.+500-549/
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[tom side]

22



Bilag 2 - Illustrationer af imposexstadier
i konksnegl

Forekomsten af imposex i konksnegle undersgges i den marine del af det
danske overvagningsprogram NOVANA som en biomarker for forureningen
med antibegroningsmidlet tributyltin (TBT), der er blevet anvendt i skibsma-
linger til skibe.

Folgende arter af havsnegle undersoges: dveergkonk (Hinia reticulata), almin-
delig konk (Buccinum undatum), redkonk (Neptunea antiqua) og purpursnegl
(Nucella lapillus). I alt er imposex hidtil observeret i ni forskellige arter af dan-

ske havsnegle.

En mere detaljeret teknisk anvisning kan ses pa Det Marine Fagdatacenters
hjemmeside: http:/ /m-fdc.dmu.dk

Imposex stadium 0:

Normal hun af dveergkonk med ingen udvikling af penis eller seedleder.

Pallial ovidukt
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Foto: RiNGkJoBING AMT
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VDS stadium 1(A):

En (pseudo)penis er udviklet men uden penisdukt og uden brudstykke af vas
deferens (seedleder).

Fotos: VEJLE AmT

Foto: DMU

VDS stadium 2(A):

Penisdukt fremstar som en tynd streg inde i penis, men der er ikke udviklet
brudstykke af vas deferens.

L

Foto: RiNgkJ@BING AMT




VDS stadium 3(A):

Delvis dannet vas deferens (seedleder) i tilleeg til penis i hun.

Dveergkonk

Delvist udviklet
vas deferens

Foto: RinGKkJoBING AMT

Almindelig konk

Ovariurh .
: Brudstykke af |
vas deferens |

Foto: DMU
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Dveergkonk

Rodkonk

VDS stadium 4:

I tilleeg til penis har hunnen udviklet en saedleder, der ubrudt leber mellem
basis af penis og kensabningen.

Kensébning

Foto: DMU

Foto: RinGgkJoBING AMT



Foto: RiNgKJ@BING AMT

Dveergkonk

Rodkonk

Yderligere fremskredne imposexstadier i hunner

Imposexstadier, der er mere fremskredne end VDSI = 4, betragtes som veeren-
de sterile, fx i stadium 5 og 6 i purpursnegl, hvor seedlederen vokser henover
kensabningen og derved blokerer, s hunnen ikke kan leegge sine eeg. Andre
fremskredne keonseendringer er bl.a. udvikling af en krellet ovidukt, der til
forveksling kan ligne hannens seminale vesikel.

Krgllet ovidukt

Hanner

Det primeere kendetegn hos hanner er udviklingen af en seminal visikel.

Redkonk

Vas deferens

Seminal
vesikel
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Foto: DMU

Foto: DMU



Mal for imposex

Minimum 40 snegle, hvor ca. halvdelen er hunner, ber underseges pr. station.
e Frekvens af hunner med imposex.

* % sterile: Andel af hunner med isi-stadier 2 - 4.

e Vas deferens Sekvens Index: VDSI = ¥ vdsi/n ?

e Penis Classification Index: PCI = ¥ pci/n %
Tidligere kaldet Mensink Sekvens Index (MSI)

* Relativ Penis Laengde Index: RPLI = 100% * FPL/MPL =
100% * (X pl® /n?) /(X pl&/nd")

e Relativ Penis Sterrelse Index: RPSI = 100% * (FPL/MPL)3

Leengden af penis méles
pl

Nogle resultater fra det danske overvagningsprogram NOVA-2003

n er antallet af undersogte hunner fordelt pa (x) stationer.

4d mal=89 n=2602) n= ‘54(3)
vaegtet
_ 8 el n=25(2) A Rodkonk 2003
8 5 min. @ Alm. konk
> n=84(3) @® Purpursnegl
" 2224 n 2810
n= _ _
s ' n =262(7) : ® : i 84(3)
Nordsgen og Kattegat Storebeelt Jresund
Skagerrak
4 @ Hinia reticulata 2000
. g <& Hinia reticulata 2001
3 |‘I% @ Hinia reticulata 2002
<&
A Y
2 b€ :
2 o ~
> <D> AN . o
T S
14 - TTe=a
_____ o
’ S S ©-oL
®
0 T T T ':"_8 T
0 5 10 15 20 25 30

Afstand fra havn (km)

Data er rapporteret hhv. i regionale overvagningsrapporter for kystvande

samt i de nationale rapporter for marine omrader som fx:

* Marine omrdder 2002 - Miljetilstand og udvikling. NOVA 2003. Faglig
rapport fra DMU Nr. 467; http:/ /faglige-rapporter.dmu.dk



Bilag 3 - Illustrationer af forskellige typer

af fejludviklet fiskeyngel i dlekvabbens
kuld

Fotos: JakoB STRAND, DMU oG CHRISTIAN A. JENSEN, Arrus AwT.

Forekomsten af fejludviklet fiskeyngel i kuld fra dlekvabbe (Zoarces viviparus)
undersgges i den marine del af det danske overvagningsprogram NOVANA
som en generel biomarker for forurening med forskellige typer af miljogifte.

En mere detaljeret teknisk anvisning kan ses pa Det Marine Fagdatacenters
hjemmeside: http:/ /m-fdc.dmu.dk

Karakterisering af forskellige typer af fejludviklet yngel

0

Befrugtede aeg eller embryo, der lige er klaekket (< 10mm)
Dad yngel uden misdannelser, > 10 mm

Yngel med misdannelser i blommeseek eller indvolde
Yngel med 'vinkelknaek’ pa rygrad eller hale

Yngel med spiralformet rygrad

Yngel med defekt pa gjne eller helt manglende gjne

Yngel med misdannelser i hovedet

To sammenvoksede yngel, evt. som siamesisk tvilling
Andre abnormiteter evt. som kalcificeret yngel

Signifikant mindre yngel, "dvaergvaekst”
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I visse kuld kan der fore-
komme op til flere fejludvik-
lede unger.

Ubefrugtede eg.

Type 0: Tidligt dede embyoer
(< 10 mm).
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Type A: Sent dede unger
(> 10 mm).

Type B: Yngel med misdan-
nelser i blommesaek eller ind-
volde.

Type C: Yngel med "vinkel-
kneek’ pé rygrad eller hale.

Type D: Yngel med spiralfor-
met rygrad.
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Type D: Yngel med spiralfor-
met rygrad.

Type E: Yngel med defekt pa
gjne eller helt manglende ojne.
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Type F: Yngel med misdan-
nelser i hovedet.

rundhoved’

Type G: To sammenvoksede
unger, evt. som siamesisk tvil-
ling.
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Type H: Andre abnormiteter,
evt. som kalcificeret yngel i
en sammenvokset masse.

Preesentation af data

34

Andel af kuld (n = 43) B >50%
60% T O 20-50%
B 10-20%
50% T
0O 5-10%
40% T
30% T
20% T
10% T
O°/ 1 1
°  Tidligt dede Sent dede Deforme
(type 0) (type A) (type B-G)
B Sammenvoksede
tvillinger (G) O Deform
B Deform blommeseek (B)

hovedfacon (F)

B Vinklet knaek
i rygrad (C)

\- O Spiralformet rygrad (D)

Antal deforme totalt = 142

Andel af kuld med for-
hojet forekomst pa > 5%
af hhv. tidligt dede, sent
dede og deformt yngel i
Nakskov Fjord 2002.

%-vis fordeling af for-
skellige typer af defor-
miteter (B-G) i Nakskov
Fjord 2002.



Danmarks Miljeundersogelser

Danmarks Miljgunderseogelser - DMU - er en forskningsinstitution i Miljeministeriet.
DMU'’s opgaver omfatter forskning, overvagning og faglig radgivning inden for natur og milje.

Henvendelser kan rettes til:

Danmarks Miljeundersogelser
Frederiksborgvej 399
Postboks 358

4000 Roskilde

TIf.: 46 30 12 00

Fax: 46 30 11 14

Danmarks Miljgundersogelser
Vejlsovej 25

Postboks 314

8600 Silkeborg

TIf.: 89 20 14 00

Fax: 892014 14

Danmarks Miljgundersogelser
Grenavej 12-14, Kalo

8410 Rende

TIf.: 89 20 17 00

Fax: 89201515

Publikationer:

DMU udgiver populeerfaglige bager (“MiljeBiblioteket”), faglige rapporter, tekniske anvisninger samt arsrapporter.

URL: http:/ /www.dmu.dk

Direktion

Personale- og @konomisekretariat

Forsknings-, Overvignings- og Ridgivningssekretariat
Afd. for Systemanalyse

Afd. for Atmosfarisk Miljo

Afd. for Marin Okologi

Afd. for Miljokemi og Mikrobiologi

Afd. for Arktisk Miljo

Forsknings-, Overvignings- og Rddgivningssekretariat
Afd. for Marin Okologi

Afd. for Terrestrisk Okologi

Afd. for Ferskvandsekologi

Afdeling for Vildtbiologi og Biodiversitet

Et katalog over DMU'’s aktuelle forsknings- og udviklingsprojekter er tilgeengeligt via World Wide Web.
I arsrapporten findes en oversigt over det pageeldende ars publikationer.
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