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6.3 Biologisk effektmonitering — fisk
Reproduktiv succes og enzym-
aktivitet hos dlekvabbe

6.3.1 Formal

Formdlet med den biologiske effektovervagning af alekvabbe er at
vurdere i hvilken grad, der forekommer effekter i miljoet som felge
af ydre stressfaktorer, primeert miljofarlige stoffer, pa alekvabbe
(Zoarces viviparus) i kystnaere omrader.

6.3.2 Baggrund

Alekvabben er en velegnet moniteringsorganisme, da den anses som
en stationeer fisk, udbredt i danske kystneere omrader og fjorde og
kan let indsamles. Yderligere er den levendefedende, hvor hunnen
baerer hele kuld bestdende af 20 - 300 unger. Hermed kan eventuelle
effekter pad dens reproduktion, herunder skader pa ynglen, let under-
soges (Neuman et al. 1999).

Teratogene effekter sd som deformiteter af dlekvabbens yngel kan
skyldes ydre stresspavirkninger, fx pga. belastningen med miljofarli-
ge stoffer som PAH, klorerede organiske forbindelser, tungmetaller
og stoffer med hormonlignende effekter (Bodammer 1993), men ogsa
andre stresssituationer fra fx iltsvind kan pavirke yngel gennem tid-
lig dodelighed (Strand et al. 2004).

Tabel 6.3.1 Udvikling af alekvabbens yngel i perioden august — februar.

Befrugtning Embryo- Blommesaek Yngel forlader

af &g udvikling forsvundet moderen
Méned august 1. september 15. oktober 1. december 1. februar
Leengde ~6 mm ~25 mm ~35 mm ~50 mm

6.3.3 Principper

Ved samtidige undersogelser af badde reproduktiv succes og aktivitet
af afgiftningsenzymer, er der mulighed for at beskrive effekter af lang-
og korttidspavirkninger, effekter af det samlede pres af miljofarlige
stoffer og mere specifikke effekter af enkelte stoffer eller stofgrupper
(Figur 6.3.1).
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Figur 6.3.1 Sammenheeng mellem organisationsniveau og effekter.

Effekter pa dlekvabbens reproduktion afspejler langtidseffekter og
integrerer effekter af mange forskellige stoffer og blandinger. Den
reproduktive succes kan sammenlignes mellem omrader og med ube-
lastede referenceomrader mere generelt. Svenske undersogelser har
vist, at kun 0 - 5% af hunner indsamlet i referenceomrdder har mere
end 5% abnormt yngel (Vetemaa et al. 1997, Svediing & Forlin 1997).

EROD-aktivitet i lever fra alekvabbe er et mal for aktiviteten af af-
giftningsenzymer, der er ansvarlig for eliminering af organiske mil-
jogifte, fx PAHer og PCBer (Stagg & McIntosh 1998). Aktiviteten af-
spejler derved kortidseffekter fra denne type af stoffer. Enzymaktivi-
tet kan ogsa bruges ved trendanalyser inden for et omrdde, og det
anbefales, at EROD-aktiviteten males i forhold til en kendt/refe-
renceprove. Direkte sammenligning af omrdder, fx et belastet og et
referenceomradet, bor kun geres, hvis analyserne er udfert af det
samme laboratorium og sammenlignes i forhold til den samme refe-
renceprove.

Veer opmeerksom pa, at betydelige seesonvariationer i EROD-aktivitet
kan forekomme (Ronisz et al. 1999), s& undersogelser, der sammenlig-
nes, bor udferes pa den samme tid af dret.

Oplysninger om forekomst af synlige ydre sygdomme og parasitin-
fektioner kan bidrage som supplerende parametre ved beskrivelse af
tiskenes sundhed i et omrade. Karakterisering af sygdomme bor ske
ifelge ICES’s guideline (Bucke et al. 1996), se ogsa Bilag 6.3.4.

6.3.4 Provetagning

Tidspunkt: 15. oktober — 1. december. Provetagningen ber ske inden
for en uge. Hvis dette ikke lykkedes, kan indsamlingen ogsa ske i
senere uger. I sa fald skal data dog rapporteres seerskilt ind i MADS
som uafheengige observationer.
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Hvis muligt bor omrdderne, der deekkes af allerede eksisterede mus-
lingestationer, veelges, sa belastningsniveauet af miljofarlige stoffer
er kendt. Alternativt kan belastningsniveauet vurderes gennem ma-
ling af miljefarlige stoffer i lever og galde hos dlekvabben.

Noter stationskoordinater, indsamlingsperiode, saltholdighed og
temperatur samt antal fangstforseg (beregn evt. CPUE-veerdier).

Fra hvert omrade skal der optimalt indsamles 50 draegtige hunner.
Eventuel transport af levende fisk skal foregad i friskt, atkelet vand fra
indsamlingsstedet med god lufttilfersel fra luftpumper.

Det anbefales, at fiskene holdes gdende levende fra fangsttidspunktet
og indtil undersogelsen foregdr (maks. 7 dage) — fx i en vandret lig-
gende ruse eller i et hyttefad placeret i indsamlingsomradet. De ma
ikke opbevares i en samlet klynge som al ellers ofte bliver. Ved opbe-
varing skal der serges for, at vandet er rent, vel iltet og at der er plads
til bevaegelse.

Ver opmerksom pa, at de 10 fisk, der skal underseges for EROD-
aktivitet (10 stk. fra hvert omrdde), skal dissekeres lige efter indsam-
lingstidspunktet. Dissektionen skal ske hurtigt efter aflivningen,
hvorpa leverproverne fryses ned ved —-80°C i en fryser eller i flyden-
de N, (-196°C) indtil analyse. Nedfrosset lever skal analyseres hur-
tigst muligt, alternativt kan en preveoparbejdning laves pa leveren
direkte, hvilken har leengere holdbarhed ved —80° end hel lever. Op-
bevaring af prever i teris (-78°C) kan anvendes under transport.

Det anbefales ogsd, at reproduktiv succes underseges pa levende fisk.
Som nedlesning: Ved undersogelser af deformiteter samt eventuelle
malinger af miljefarlige stoffer kan fiskene fryses ned levende og
forst dissekeres ved en senere lejelighed. Dog risikerer man at miste
information om visse typer af rygradsleesioner, der kan forekomme i
ynglen.

Husk, da alekvabben er fredet i dens dreegtighedsperiode, at der be-
hoves dispensation fra Fiskeridirektoratet. Ansggning ber fremsen-
des min. 2 mdr. for indsamlingen.

6.3.5 Analysemetoder

6.3.5.1 Handtering og dissektion af friske dlekvabber

1.  Fiskens totalveegt registreres (0,1 g).

2. De voksne fisk slas ihjel med en slag i hovedet, hvorpa ogsa
nakkehvirvlerne skeeres over.

3. Notere eventuelle ydre skader/sygdomme (Bilag 6.3.4).

4. Bugen klippes op fra gat til strube.

6.3-5
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5. Konnet bestemmes.

6.  Hos hanner vejes testiklerne.

7. Hos hunner: Ovariet med yngel punkteres og ynglen presses
forsigtigt over i sigte. Ynglen overferes derpa i en forudvejet

bakke, der efterfolgende vejes (totalveegt af kuld, 0,1 g).

8. Derpa fyldes bakken op med mineralvand med kulsyre, hvorpa
ynglen hurtigt bedeves, og ynglen kan underseges jf. punkt 13.

-15.

9.  Lever og galde dissekeres fra. Undga punktering af galdesaek-

ken og spild pé leveren.

10. Leveren vejes (0,01 g).

11. Leveren overfores til kryorer og nedfryses i flydende nitrogen
(eller toris) til brug for enzymaktivitetsmalinger. Alternativt la-
ves et S9 praeparat som nedfryses til —-80°C. Til eventuelt ke-
misk analyse overfores venstre leverhalvdel til syrerensede og
udgledede dramglas og galde til Eppendorfrer og begge ned-

fryses til —20°C.

12.  De resterende indvolde tages ud af fisken, hvorpa fisken vejes

igen (somatisk veegt, 0,1 g).

13.  Totalleengden af fisken males (0,5 cm)

14. Dedt og levende yngel adskilles og teelles. Det normale yngel
inddeles i storrelsesfraktioner pa 2,5 mm. Dette laves nemmest
ved at leegge dem pa mm-papir, hvor storrelsesfraktionerne er
tegnet ind. Teelling kan forega direkte eller gennem billedana-

lyse pa et senere tidspunkt.
15.  Antallet af abnormt yngel klassificeres (0, A-I) jf. Bilag 6.3.2.

16. Noter den voksnes huns reproduktive status, jf. Bilag 6.3.2.

6.3.5.2 Dissekering af nedfrossen fisk

1.  Fisken toes langsomt op.
2. Fiskens totalveegt registreres (0,1 g).

3. Bugen klippes op fra gat til strube.

4. Ungesakken punkteres og ynglen presses forsigtigt over i sigte.
Ynglen overferes derpd over i en forudvejet bakke, der efterfel-

gende vejes (totalveegt af kuld, 0,1 g).

5. Lever og galde dissekeres fra. Undga punktering af galdesaek-

ken. Leveren vejes (0,01 g).
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10.

Leveren deles i to halvdele. Til eventuelt kemisk analyse over-
fores venstre leverhalvdel til syrerensede og udglodede dram-
glas og galde til Eppendorfror og begge nedfryses til —20°C.

De resterende indvolde tages ud af fisken, hvorpa fisken vejes
igen (somatisk veegt, 0,1 g).

Totalleengden af fisken méles (0,5 cm).

Yngel indeles i storrelsesfraktioner pd 2,5 mm og teelles. Dette
gores nemmest ved at leegge dem pd mm-papir, hvor sterrelses-
fraktionerne er tegnet ind. Teelling kan foregd direkte eller gen-
nem billedanalyse pa senere tidspunkt.

Antallet af abnormt yngel klassificeres (0, A-I) ifelge Bilag. 6.3.2
og Bilag 6.3.3.

Bemark: Punkt 5 er kun nedvendig, hvis der skal madles for miljofar-
lige stoffer.

6.3.5.3 Parameterberegning

Folgende parametre beregnes:

Konditionsindeks (KI) = 100% * (somatisk veegt (g)/leengde (cm))’

Lever-somatisk indeks (LSI) = 100% * leverveegt / hunnens soma-
tiske veegt

Gonade-somatisk indeks (GSI) for hunner: = 100% * totalveegt af
kuld / hunnens somatiske veegt

Reproduktiv kapacitet (RK): antal normalt yngel / hunnens total-
veegt

Desuden beregnes for hvert kuld:

Andel af hunner med >5% sent dedt yngel i kuld (type A)
Andel af hunner med >5% tidligt dedt yngel i kuld (type 0)
%-vis fordeling af deformiteter (type)

leengdefordeling af normalt yngel (2,5 mm klasser)

Hvis voksne hanner undersoges, anbefales folgende parametre:

Konditionsindeks (KI) = somatisk vaegt (g) / leengde’ (cm)

Lever-somatisk indeks (LSI %) = leverveegt/hunnens somatiske
veegt * 100

Gonade-somatisk indeks (GSI) for hanner: veegt af testis/hannens
somatiske veegt * 100

6.3-7
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6.3.5.4 Analyse af enzymaktivitet

EROD-aktivitet kan bestemmes med forskellige metoder, men man
skal veere opmeerksom pa, at forskellige metoder sjeeldent giver de
samme absolutte veerdier, men forholdet mellem preverne ber bliver
tilneermelsesvis ens. Dette skyldes enzymernes felsomhed over for
provebehandling og faktorer sdsom temperatur og pH. Metoderne er
forskellige med hensyn til buffer, reaktionstid, standardsubstans
samt renhed af standarden. Det anbefales, at den samme metode bli-
ver brugt fra ar til ar for at kunne sammenligne resultater, og at en
intern referenceprove bruges som kalibrering mellem ar. Et eksempel
pa preeparering, opbevaring og analyse findes i Bilag 6.3.5 og felger
den af ICES’s anbefalede metode (Stagg & Mclntosh 1998).

Alle metoder bygger pa den samme princip. Hvis der er EROD-en-
zymer (ethoxy-1-resorufin-O-deethylase) til stede, kan disse enzymer
deetoxylere reagenset 7-ethoxyresorufin. Dannelsen af produktet
resosufin males spektrofluorometriskt. Aktiviteten af enzymet angi-
ves ved hastigheden, hvormed resorufin produceres pr. mg protein.
Meengden af protein bestemmes separat fx spektrofotometrisk efter
en Bradford-reaktion, hvor Bovin serum albumin (BSA) bruges som
proteinstandard. Alle resultater skal angives som pmol (dannet reso-
sufin)/min/mg protein.

6.3.6 Kvalitetssikring

For at ensarte observationerne skal de angivne metoder for reproduk-
tiv succes i denne vejledning anvendes.

For EROD-analyser skal metoden vere veldokumenteret, specielt
med hensyn til kvantificering af resosufin og brug af intern reference.

Deltagelse i nationale eller internationale workshops anbefales for at
harmonisere og kvalitetssikre undersogelserne, fx via BEQUALM.
Billeder af deformiteter, udveksling og eventuel interkalibrering af
EROD-malinger og diskussion er veasentlige elementer i workshop-
pen. Ved rapportering af data til databaser ber der henvises til delta-
gelse i sddanne workshops.

6.3.7 Dataindberetning

Dataindberetning til databaser omfatter ud over stationsoplysninger
ogsa oplysninger om de undersogte parametre, hhv. pa individni-
veau og stationsniveau.

6.3.7.1 Stationsbeskrivelse
Folgende observationer noteres for hver station:

« Dato for indsamlingsperiode
« Antal fangstforsog

» DPosition

. Dybde
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« Fangstmetode
o Det totale antal af fangne dlekvabber (hanner og hunner).

6.3.7.2 Beskrivelse pa individniveau

Laengde, veegt, somatisk veegt og levervaegt samt observationer af
ydre skader/sydomme pa de voksne fisk. De beregnede parametrer:

« Konditionsindeks (KI)

o Lever-somatisk indeks (LSI %)

o Reproduktiv kapacitet (RK)

o Gonade-somatisk indeks (GSI %)

e Antal normalt yngel

« Lengde af normalt yngel (mm), middel og standardafvigelse

o Antal deformt yngel i kuld, totalt (type B-G)

« Antal sent dedt yngel i kuld (type A)

o Antal tidligt dedt yngel i kuld (type 0)

e Andel yngel med reduceret veekst (svensk standard: mindre end
de 3 storste storrelsesklasser i kuld)

» %-vis fordeling af alle deformiteter (type)

« EROD-aktivitet (pmol/(mg protein x min))

6.3.7.3 Beskrivelser pa stationsniveau

Pa stationsniveau angives folgende parametre som middelveerdi inkl.
standardafvigelse:

» Konditionsindeks (KI), middelveerdi inkl. standardafvigelse

e Lever-somatisk indeks (LSI %), middelveerdi inkl. standardafvi-
gelse

» Reproduktiv kapacitet (%), middelveerdi inkl. standardafvigelse

¢ Gonade-somatisk indeks (GSI %), middelveerdi inkl. standardaf-
vigelse

o Lengde af normalt yngel (mm), middelveerdi inkl. standardafvi-
gelse

o Andel af hunner med >5% deformt yngel i kuld (type B-G)

« Andel af hunner med >5% sent dedt yngel i kuld (type A)

e Andel af hunner med >5% tidligt dedt yngel i kuld (type 0)

» %-vis fordeling af alle deformiteter (type)

o EROD-aktivitet, middelveerdi inkl. standardafvigelse

Data skal indrapporteres til databasen MADS som STANDAT-fil.
Hvis indsamlingen forleber over flere forskellige uger, skal data dog
rapporteres serskilt for hver uge som uafheengige observationer.
Data for abnormt yngel kan dog kombineres igen under dataanaly-
ser. I s& fald skal der gores opmeerksomt pd, at data fra forskellige
indsamlingsuger er blevet anvendt.

6.3.8 Rapportering

Det foreslas, at preesentation af data fx i rapporter omfatter folgende
oplysninger, som angivet pa figur 6.3.2 og 6.3.3.

6.3-9
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Figur 6.3.2 Andel af kuld med forhojet forekomst Figur 6.3.3 %-vis fordeling af forskellige typer af de-
af hhv. tidligt dede, sent dede og deformt yngel i formiteter (B-G) i Nakskov Fjord 2002.
Nakskov Fjord 2002.

Resultater for alekvabbens reproduktion ber for hver station angives
ved den procentvise andel af kuldene, der har en forhgjet niveau
(dvs. >5%) fejludviklet yngel delt op pa hhv. tidligt dede (type 0),
sent dode (type A) og deforme (type B-G). Derudover kan den pro-
centvise fordeling mellem de forskellige typer angives —se figurer.

Derudover ber ogsé den reproduktive kapacitet angives.

Referencetilstanden for forekomst af fejludviklet yngel kan ud fra
nuverende viden seaettes til, at maksimalt 5% af kuldene ber have:

>5% andel sent dedt yngel (type A)
og >5% andel fejludviklet yngel (type B-G).

Mht. til tidligt dedt yngel (type 0), sa har vi p.t. ikke kendskab til
referencetilstand.

Referencetilstand for forekomst af fejludviklet yngel hos dlekvabbe er
dog p.t. under revurdering.

6.3.9 Forslag til supplerende undersogelser

» Kemiske analyser for indholdet af forskellige miljofarlige stoffer i
tiskene — fx i lever eller muskel. Dette kan omfatte malinger af bl.a.
PCB, PAH, organometaller som TBT, tungmetaller, m.fl.

o PAH metabolitter i galde. Simple fluorescensmaélinger pa galde-
prover som mal for eksponering til PAH, hvor koncentrationen er
normaliseret til 1-hydroxypyren og/eller benzo(a)pyren. Et rele-
vant supplement til EROD-aktivitet. PAH-metabolitter kan ogsa
kvantificeres vha. HPLC. (Ariese et al. 2005).

6.3-10
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» Konsfordeling i fiskeyngel. Skeeve kensfordelinger i kuldene kan
veere forarsaget af alvorlige hormonforstyrrelser, hvilke bl.a. er
observeret i omrader belastet med spildevand (se Bilag 6.3.7).

« Vitellogenin i blod og histologi pa gonader. Undersegelser pa han-
fisk kan udtrykke, om fiskene er udsat for hormonforstyrrelser
(Gercken & Sordyl 2002; Rasmussen et al. 2002).

« Populationsundersogelser af alekvabbe, fx aldersfordeling (be-
stemmelse ud fra otoliter, se Bilag 6.3.6) eller brug af kvantitative
fangstdata (CPUE).
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Bilag 6.3.1
Dissekering af alekvabbe
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Bilag 6.3.2
Typeklassifikation af kuld og abnormiteter hos
yngel af dlekvabbe

Tabel 6.3.2.1 Reproduktiv status af voksne og kuld.

1A. Kuld med mere end 20 stk. frit yngel >10mm under tilvaekst.
1B. Kuld med mindre end 20 stk. frit yngel >10mm

Kun befrugtede seg med embryoner (synlige gjne), for kleekning
Kun ubefrugtede aeg (uden gjne)

Yngel bedemmes sluppet fri (fodt)

Flere yngel sammenfiltret i en klynge

Forekomst af kalcificeret yngel fra tidligere &rs kuld

Juvenil eller ikke udviklet gonade, begge kon

®© I G L N

Gonade under tilveekst, begge kon

Tabel 6.3.2.2 Karakterisering af fejludviklet yngel, individer.

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

Yngel med misdannelser i blommeszak 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

TOmMmON® R e

Andre abnormiteter evt. som kalcificeret yngel eller ssammenfiltrede
klynger

I.  Signifikant mindre yngel, “dveergveekst”

Ved forekomst af flere abnormiteter pd samme individ angives begge.
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Skema til undersogelse af dlekvabbens reproduktion

PROVE ID:
Station: Indsamlingsdato: Undersogelsesdato:
Voksne: Kon: Leengde: cm  Testis veegt: g

Total veegt:

g Somatisk veegt:

g

Lever vaegt: g

Synlige sygdomme pa voksne:  Skin ulcers:

Lever knuder:

Andet:
Yngel: Kuld veegt, total: Reproduktiv status af voksne og kuld (1-10):
Normalt yngel:  Antal normalt yngel:
Langde-fordeling:
leengde | <10 [ 10- [ 125 [ 15- [ 175 [ 20— [ 225 [ 25— [ 275 [ 30— [ 325 [ 35— | 375 | 40— [ 425 [ 45— | 475
(mm) 125 | =15 | 17.5 | -20 | 225 | -25 | 27.5 | -30 | 325 | -35 | 37.5 | -40 | 425 | -45 | 47.5 | -50
antal
Deformt eller dedt yngel (Type 0 -1I):
Typer, antal 0 A B C D E F G H I Antal yngel
d 2
antal antal tidlig ded | tidlig ded | deform | kneek | spiral gjen- hoved | siam. | andet | dveerg I:lyi)er
levende, DODE <10mm | >10mm | blomme iryg skade deformt | tvil- deformitet
abnorme total ling
Vavsprover til analyse:
Lever til enzymassay: Lever til kemisk analyse: Galde: ml
Yngel fikseret i Bouinsvaeske: Andet:
6.3-15
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Bilag 6.3.3
Typer af deformiteter hos dlekvabbens yngel

0) Tidligt dedt yngel < 10 mm A) Sent ded unge

B) Deform neeringsblomme C) Vinklet kneek i rygrad

D) Spiralryg E) Ojenskade inr. 2 fra oven,
nederste unge mangler gjne

F) Hoveddeformationer, normal unge nederst til hojre

G) Siamesiske tvillinger

Tekniske anvisninger for marin overvagning | Andersen, Markager & Zrtebjerg (red.)
6.3 Biologisk effektmonitering — fisk | 12-12-05



Bilag 6.3.4
Eksempler pa ydre sygdomme hos voksne alekvabber

Karakteriseret efter bl.a. Bucke et al. (1996) og ICES TIMES No. 19.

. 1 |

§
. h A A

I = alhoitl
Skin ulcers, vaeskende infektioner/sar

W
Skin tumor formation

Lever-knuder

Ojenskader, fx ojet daekket af hvidlig ".hinde
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Bilag 6.3.5
Eksempler pa EROD- og proteinanalyse

Aktiviteten af P450 (CYP1A) enzymsystemer médles som EROD-
aktivitet for omdannelsen af ethoxyresorufin (substrat) til resorufin
(produkt). Vha. fluorescensmalinger kan hastigheden maéles, hvor-
med resorufin dannes (pg/(mg protein min).

Den nedenstdende beskrivelse folger ICES’s guideline med kun min-
dre modifikationer (Stagg & Mclntosh 1998).

Proveoparbejdning

Mens proverne er under behandling, opbevares de altid afkelet i et
isbad.

1. 1-2 g friskt veev + 4*veegten af buffer (0,1 M NaHPO,, pH = 8,0
samt 0,15 M KCl). pH = 8 er optimalt for EROD-aktivitet i ale-
kvabbe (Forlin, pers. komm.).

2. Homogenisere med teflon-pestil, 400 rpm.

3. Proven overfores til centrifugerer og centrifugeres ved 4°C, 9000 g
= 59 fraktion.

4. S9-fraktion dekanteres over i et reagensglas og glycerol tilseettes,
10-20% af volumen.

5. Proven blandes forsigtigt med en pasteur pipette.
6. Proven deles op pa mindst 2 cryo-rer, sa at replikater haves.

7. Proven kan herpa nedfryses til -80°C eller analyseres direkte.

Reagenser til EROD analyse

Buffer, pH = 8,0:

100 mM NaHPO4, pH = 8,0
150 mM KCl

1 mM dithiothreitol

HCl til pH-justering

0,4 mM Resorufin (opbevares morkt ved 5°C)
4,82 mg 7-ethoxyresorufin
50 ml Methanol

100 mM NADPH (reaktionsstartere, laves frisk hver dag)
41,67 mg NADPH
0,5 ml destilleret vand
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Reaktionsblanding (2ml/preve, laves frisk hver dag)
e 1,96 ml buffer, pH =74, til et 2-ml Eppendorf-rer
e 10 pul 0,4 mM 7-ethoxyresorufin

e 10 ul 100 mM NADPH

EROD-analyse

o pree-inkubér reaktionsblandingen i Eppendorf-reret i 5 min. ved
20°C i et vandbad eller termoholder

o tilseet 20 ul S9-prove

e vortex

 inkubering i 5 min. ved 20°C

» stop reaktion med 200 pl KOLD acetone

 centrifugering i 5 min. ved 6000x g

« madl en blindpreve, hvor S9-fraktionen erstattes med ren buffer.

Mal fluorescensen ved ex.535nm/em.585nm.

Rhodamin standard

« stamoplesning: 2 mM i DMSO (opbevares merkt ved 5°C)

» arbejdsoplesning: 20 nM, 100 x fortynding af stamoplesning, for-
tyndes med buffer

» fortyndingsraekke; 0, 0,5, 1, 2, 6, 8, 10 pl arbejdsoplesning i Eppen-
dorf-rer

o tilseet 200 ul KOLD acetone + 100 ul reaktions blanding

 centrifugering i 5 min. ved 6000 x g

Mal fluorescensen ved ex.535nm/em.585nm.

Bemeark: Rhodamin er mere holdbar end resosufin standard, men
det er nedvendigt at bestemme en konverteringsfaktor fra rhodamin
til resosufin for den enkelte metode. Dette kan laves en gang pr. ar,
hvorefter rhodamin bruges som standard. Resosufin kan bruges som
standard direkte, men holdbarheden er kort og renheden meget skif-
tende mellem batcher.

Proteinbestemmelse vha. Bradford metode
Indholdet af protein i preven anvendes som normaliseringsfaktor for
enzymaktiviteten.

Proteinindholdet bestemmes spektrofotometrisk vha. af en farverak-
tion med Bradford reagens.

Linezert koncentrationsomrade: 0,1-1,4 mg protein/ml. Opbevar
Brandford arbejdslesning i merke.

Udfersel:

o fortynd S9-fraktion 50 ganger med dest. vand

 fortynd Bradford reagens 6 gange med dest. vand

o tilseet 20 ul fort. S9 + 180 ul dest. vand + 560 ul fort. Bradford rea-
gens

e vortex preven
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o reaktionstid: fra 5-45 min.
» overfor preven til 1 ml kuvette
o mal absorbansen ved 595 nm.

Madl en blindpreve, hvor S9-fraktionen erstattes med ren buffer.

Proteinbestemmelse kan som et alternativt foretages vha. Lowry-
metoden.

BSA standard, intern og ekstern kalibrering

Stamoplesning: Img BSA /ml.

Arbejdsoplesning: 0,1mg BSA /ml (dvs. 10x fortynding).
Fortyndingsraekke: X = 0, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 ul + (200-X) ul
vand + 560 pl fort. Bradford reagens.

Som kontrol tilseettes BSA fortyndingsreekke til en prove (1:1) som
intern kalibrering, standardaddition.

96 plade metode
BSA standarder: 0,1 - 1,4 mg/ml

o tilseet 5 ul af S9 fraktionen eller BSA standarder til hver brend;
som blank tilseet 5 ul buffer.

o tilseet 250 ul Bradford reagens og ryst i 30 sekunder

e lad proven inkubere mellem 5 og 45 min. (protein-farvekompleks
er stabil i op til 1 time)

» mal absorbansen ved 595 nm
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Bilag 6.3.6
Anvisning til undersogelse af arringe i otoliter fra
alekvabbe

1.

Hovedet skeeres op pa midten i to adskilte halvdele med en rent
snit ved brug af en skalpel.

Hjernemassen tages bort med en pincet. Vaer opmeerksom pa at
otoliterne godt kan sidde gemt i hjernemassen.

. De 2 hvide otoliter (leengde: 2-4 mm) sidder gemt i hver sin halv-

del i en lille fordybning i den bagerste del af hjernehulen. De gra-
ves frem med pincetten. Man kan godt risikere — pga. et urent snit
— at begge otoliter befinder sig i samme halvdel af hovedet.

Otoliterne torres forsigtigt af pa en klud, da der godt kan sidde en
mindre hinde omkring dem, der siden hen kan vanskeliggore un-
dersogelsen.

. Arringene i begge otoliter teelles under en stereolup. De brede hvide

omrader udger sommer-tilveeksten.
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Bilag 6.3.7
Supplement - Anvisning til undersogelse af kensratio
i yngel fra dlekvabbe

Formal

At bestemme keonsratio blandt yngel af den levendefedende dlekvabbe
(Zoarces viviparus). En skaev kensfordeling kan tyde pd, at kensud-
viklingen er pavirket af hormonforstyrrende stoffer.

Baggrund

For at kunne vurdere i hvilket omfang, der forekommer biologiske
effekter af miljofarlige stoffer i miljoet, behoves forskellige metoder
til at kunne vurdere typen af den pageeldende forurening, der enskes
undersogt. Konsratio er en sddan relevant parameter, der vil kunne
biddrage til at opna en viden, om der forekommer effekter pa repro-
duktion og rekruttering af fisk i et omrade.

Metoden er inspireret af undersogelser af dlekvabbens yngel, der har
vist en overrepreesentation af hanner pa 60% i ynglen indsamlet i
kystneere omrader med udledninger fra industri. Dette tyder pa ef-
fekter af hormonforstyrrende stoffer, idet den normale kensratio
vurderes at veere 50:50 (Larsson et al. 2000; Larsson & Forlin 2002). Til-
svarende ma tilfeelde, hvor hunner er overrepraesenteret, tages som et
tegn pd pdvirkninger af @strogene stoffer.

Materialer

Det anbefales, at ynglen har en leengde pa min. 25 mm, dvs. indsam-
let efter 15. oktober, for at kenskaraktererne fremstar tydeligt ved
analyse, men selv i mindre yngel er det muligt at bestemme kon. Kun
yngel, der er levende ved tidspunktet for fiksering, indgar i underso-
gelsen.

15 kuld bestaende af min. 50 stk. yngel anbefales pr. station.

Kemikalier og udstyr

» Bouins fikseringsveeske (75% meettet oplesning af picric acid, 20%
formalin, 5% eddikesyre, pH 1,0)

» 70% ethanol

 stereolup.

Fremgangsmade

1. Ynglen konserveres i Bouins fikseringsvaeske umiddelbart efter, at
ynglen er dissekeret ud af moderen og undersegt for andre rele-
vante parametre, dvs. leengde, deformationer, dod/levende og to-
talveegt af kuld. Fikseringen ber vare i min. 30 min., men yngel kan
pa denne made opbevares i arevis. Volumenet af fikseringsveesken
ber vere ca. 10 gange volumenet af veev.
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Kensbestemmelsen af ynglen
foregar ved at studere de be-
gyndende anleeg til gonade,
hhv. ovarie i hunner og testis i
hanner, her fra 15. oktober.
Disse kenskarakterer bliver
synlige, nar blommeseekken
forsigtigt fjernes fra yngel, der
har veeret fikseret i Bouins
vaeske. Foto: J. Strand.

Til sammenligning en teg-
ning af Jungersen (1889) af
hannens testis i yngel ind-
samlet sidst i oktober.

. For analyse udskiftes fikseringsvaesken med 70% ethanol. For at

udvaske fikseringsvaesken ber ethanolen skiftes 3 gange, fx 3 min.
i hvert bad.

. Kropshulen &bnes ved at klippe to snit pd hver side af blomme-

saekken — fortil og pa langs — med en spids saks. Hvis man er for-
sigtig, kan blommesaekken klippes helt af.

. Blommesaekken loftes til side med en pincet. Man skal veere op-

meerksom pa, at gonade-strengen godt kan veere heeftet pa inder-
siden af mavesaekken, og at den derved kan risikere at ga i stykker
ved for voldsom handtering.

. Bestemmelsen af kon foretages ved brug af en stereolup med 10x -
40x forsterrelse. Hunner har anleeg til et ovarie, der fremstdr som
en tydelig hvidlig bred fortykning midt pd strengen, der leber
langs med ryghvirvlen i den hgjre siden af kropshulen. Hanners
anleeg til testis fremstar derimod som en tynd samlet streng, der i
storre yngel kan veere opsplittet i to paralle tynde strenge.

6. Det anbefales til brug for den statistiske databearbejdning, at der

pr. station underseges 15 kuld. Disse kuld skal optimalt set vere
relativt store kuld, idet det anbefales at undersoge 50 stk. yngel pr.
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kuld. Yngel fra alle kuld indgar i beregningen af den midlede
konsratio. Variation mellem kuld angives som middel + S.E.

7. Statistiske sammenligninger af kensratio i 2 omrader foretages
vha. student t-test. I tilfeelde af at residual-analysen ikke opfylder
forudsaetningerne for parametriske tests, kan “randomization ana-
lyses without replacements” foretages (Larsson & Forlin 2002).

%-vis andel af hanner i alekvabbens kuld 2004
60% - (middel +/- S.E for 15 kuld med 50 yngel i hver)

55%

50%

45%

40%

Agersg Odense Fjord Roskilde Fjord

Undersogelsen af kensratio i dlekvabbens kuld i tre danske kystom-
rader i 2004 viste ingen signifikante forskelle i fordelingen mellem
hanner og hunner. En lige fordeling mellem hanner og hunner blev
fundet i kuld fra alle omrader.

Dette betyder dog ikke, at kensratio i andre omrader ikke kan vere
en relevant marker at inddrage i undersogelser af effekter af hormon-
forstyrrende stoffer i havmiljoet. Det ser dog ud til, at sddanne un-
dersogelser kun er relevante i omrdder, der ligger teet pa veesentlige
kilder som fx spildevandsudleb fra byer og industri.

Relevant litteratur
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19 (12): 2911-2917.
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