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1 Indledning

Denne tekniske anvisning (TA) er udarbejdet for at sikre sammenlignelighed
af malinger af forekomsten af og den tidslige udvikling af TBT-specifikke ef-
fekter i havsnegle. Undersggelserne omfatter bade kystnsere omrader og de
abne farvande. TA’en beskriver prgveindsamling, opbevaring og analyser til
karakterisering af udviklingsgraden af imposex i fire arter af konksnegle og
intersex i almindelig strandsnegl.

Imposex og intersex er to forskellige mader, hvorved unaturlige hormonfor-
styrrelser kommer synligt til udtryk i ellers seerkgnnede havsnegle. Disse
faenomener er specifikt blevet sammenkaedet med pavirkninger af den or-
ganiske tinforbindelse TBT samt af det beslaegtede stof triphenyltin (TPhT),
som kan komme til udtryk selv ved miljgskoncentrationer pa mindre end
1ng/l i de mest fglsomme arter af havsnegle. Hunsneglene begynder grad-
vist at udvikle irreversible hanlige kgnskarakterer, der i veerste fald kan
medfgre sterilitet, og dermed kan have stor betydning for populationerne.

Denne type overvagning har i Danmark hidtil omfattet fem arter af hav-
snegle (Fig. 1): almindelig strandsnegl (Littorina littorea) og fire arter af
konksnegle, hhv. purpursnegl (Nucella lapillus), dvaergkonk (Hinia reticula-
ta), redkonk (Neptunea antiqua)og almindelig konk (Buccinum undatum). 1
de abne farvande omfatter overvagningen rgdkonk og almindelig konk,
mens dvaergkonk, purpursnegl og almindelig strandsnegl overvages i de
kystnzere farvande. ). Arsagen, til at der er anbefalet forskellige arter af
havsnegle, er, at ikke alle arter er lige udbredte i alle farvandsomrader i
Danmark. Det skal desuden bemaerkes, at ikke alle arter er lige fglsomme
over for udvikling af de TBT-inducerede hormonforstyrrelser. Dette er ind-
bygget i de udviklede miljgvurderingskriterier, der ggr, at resultater kan
sammenlignes pa tvaers af arterne. Purpursnegl og redkonk anses som hg-
rende til blandt de mest fglsomme arter, almindelig konk og dvaergkonk til-
hgrer mellemgruppen, hvorimod almindelig strandsnegl hgrer til blandt de
mindst fglsomme arter.

Pa grund af den lavere fglsomhed hos almindelig strandsnegl er intersex i
denne art kun velegnet til at vurdere belastningen ved punktkilder s& som
TBT-belastede havneomrader. Derimod er de andre arter ogsa velegnede
som indikatorer i fjorde og/eller i de abne farvande. Rgdkonk har nogenlun-
de samme udbredelse i de danske farvande som almindelig konk, men rgd-
konk er i flere omrader (f.eks. i Kattegat og Storebeelt) ofte mindre hyppig
end almindelig konk. Rgdkonk foretraekker generelt lidt blgdere bundforhold
og er derfor ofte mere udbredt i store dele af Skagerrak og Nordsgen, men
0gsa visse steder i @resund (Strand & Jacobsen, 2002).

Fremgangsmaden i denne tekniske anvisning falger de internationale proce-

durer for overvagning af imposex og intersex i havsnegle i det Nordatlanti-
ske omrade (Gibbs, 1999, Oehlmann, 2004, OSPAR, 2008).
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Almindelig strandsnegl
(Littorina littorea)

Purpursnegl

(Nucella lapillus) Almindelig konk

(Buccinum
undatum)

Dvaergkonk
(Hinia reticulata)

Rgdkonk
(Neptunea antiqua)

Figur 1 Udseende af almindelig strandsnegl og fire arter af konksnegle, hhv. pur-
pursnegl, dveergkonk, rgdkonk og almindelig konk, som er velegnede.
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2 Metode

Ved valg af art skal der tages hensyn til hogle basale forudsaetninger.

Den valgte art:
e skal veere almindeligt forekommende, sa der kan indsamles ca. 50
individer pa den udvalgte station
e skal reprasentere den mest fglsomme af de naevnte arter i tilfaelde
af, at flere arter forekommer i det pagseldende omrade. I kystnaere
omrader betyder det: purpursnegl > dvaergkonk > almindelig strand-
snegl og i de &bne farvande: rgdkonk > almindelig konk.

Den samme art skal derefter i de efterfglgende &r ogsa anvendes som indi-
katorart for at kunne vurdere den tidslige udvikling i det samme omrade.

2.1 Tid, sted og periode

Moniteringsomrader lokaliseres i forhold til en given TBT-kilde, der enten
kan vaere en punktkilde som en havn eller marina eller i mere dbne omrader
sejlruter for fragtskibe og faerger eller en klapplads, se Tabel 1.

Havsneglene skal indsamles/fanges i geografisk veldefinerede omrader, dvs.
stationer. Biologiske variable (skalhgjde, kensmodenhed og eventuelt al-
der), som kan veere af betydning ved en senere bedgmmelse af resultatet,
males/vurderes og noteres. Blgddelene udtages skansomt fra skallen og
graden af imposex eller intersex kvantificeres ved at karakterisere stadierne
i forhold til en index-skala.

Ved en vedvarende monitering skal det efterstraebes, at tidspunktet for ind-
samlingen af snegle er det samme hvert ar. Da der er saesonmaessige varia-
tioner mht. stgrrelsen af penis (iser geldende hos hanner af dvaergkonk),
bgr indsamlingen forega i Igbet af den reproduktive periode, hvilket vil sige
fra april til august dog for:

e dveergkonk: maj - august

e alm. strandsnegl: marts - maj

e gvrige snegle: april - september
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Tabel 1 Arter, typeomr8der, indsamlingsmetoder og det anbefalede antal indivi-
der pr. station/lokalitet i overv8gningsprogrammet.

Art Typer af indsam- Indsamlingsmetoder Antal per
lingsomrdder station
Dvaergkonk Kystnaere omrader og  Feelder med muslinge- 40 *
ved punkkilder. /fiskekgd som madding
Hinia (Nassarius) . (1 - 2 timer), eller ind-
reticulata Pa dybder fra ca. 1 - samling med lille ram-
10 m i Limfjorden, meskrab eller dykker.
Kattegat, Nordlige
Baelthav og @resund.
Purpursnegl Kystnaere omrader og Manuel indsamling pa 40 *
ved punkkilder. store sten i tidevandszo-
Nucella lapillus nen.
Tidevandszonen pa
vestkysten pa hgfder
og ydersiden af hav-
nemoler fra Blavands-
huk til Skagen.
Almindelig Ved punkkilder som Manuel indsamling pa 40 *
strandsnegl havne, fortrinsvist pa store sten i tidevandszo-
indermoler i havne- nen.
Littorina littorea bassiner.
Tidevandszonen pa
sten fra Vadehavet,
Vestkysten, Limfjor-
den, Kattegat, Beelt-
havet og @resund.
Almindelig konk Langs stgrre sejlruteri Faelder med muslinge- 100 *
de 8bne farvande, bd- /fiskekgd som madding
Buccinum unda- de blgdbund og sten- (2 - 5 dage), eller ind-
tum rev. samling med bundtrawl
. eller dykker.
Pa dybder fra 15 - 100
m i Nordsgen, Skager-
rak, Kattegat, Beaeltha-
vet og @resund.
Rgdkonk Langs stgrre sejlruter Faelder med muslinge- 40 *

Neptunea antiqua

bade blgdbund og
stenrev.

Abne farvande pa
dybder fra 15 - 100 m
i Nordsgen, Skagerrak,
Kattegat, Baelthavet
og @resund

/fiskekgd som madding
(2 - 5 dage), eller ind-
samling med bundtrawl
eller dykker.

* Det anbefalede antal, hvor der ideelt set er 50 % hunner
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2.2 Udstyr
e Fzelder formet som kurv eller dunk og maskevidde ca. 5 mm og mad-

ding i form af ikke fordaervet krabbe-, muslinge- eller fiskekad (til ar-
ter af konk)

e Bundtrawl med 2 cm maskevidde (til alm. konk og rgdkonk)

e Rammeskrab med en bredde pd 50 cm (til dvaergkonk)

e Evt. dykker (til arter af konk)

e Beholdere/poser til dveergkonk, almindelig strandsnegl og purpur-
snegl samt dunke med havvand for at opbevare dem levende i labo-
ratoriet frem til analyserne

e Poser til nedfrysning af almindelig konk og rgdkonk

e 7 %-magnesiumdiklorid (MgCl,)-oplgsning til brug ved bedgvelse af
dvaergkonk, almindelig strandsnegl og purpursnegl umiddelbart fgr
analyserne

e Skydelzere

e Papeggjetang eller skruestik til at knuse skaller uden at beskadige
blgddele

e Pincetter og dissektionssakse til brug ved analyserne

e Stereolup til brug ved karakterisering af imposex og intersex stadier

2.3 Procedure

Proceduren for indsamling, opbevaring og analyser af imposex eller intersex
afhaenger specifikt af, hvilken art af havsnegl, som skal undersgges, se ogsa
oversigt i Tabel 1.

Efter indsamling opbevares sneglene enten levende (gaeldende for dvaerg-
konk, almindelig strandsnegl og purpursnegl) eller frosne (geeldende for al-
mindelig konk og rgdkonk) frem til analyserne.

Bemaerk: Opbevaring i sprit eller formalin ma ikke finde sted fgr bestem-
melsen af imposex er tilendebragt.

Analyser af imposex eller intersex stadier foretages ved brug af stereomi-
kroskop.

Biologiske variable (skalhgjde, kgnsmodenhed og eventuelt alder), som kan
vaere af betydning ved en senere bedgmmelse af resultatet, males/vurderes
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og noteres. Blgddelene udtages skansomt fra skallen, hvorpd de kgnsbe-
stemmes.

Hos hanner males blot penisleengden, mens for hunner kvantificeres graden
af imposex eller intersex for hvert individ ved at karakterisere stadierne i
forhold til dels en index-skala, dels penisleengden. Graden af imposex i en
population af snegle fra et omrade beskrives med in-deksvaerdien VDSI,
som er en gennemsnitsvaerdi af alle observerede imposexstadier. Tilsvaren-
de beskrives graden af intersex med indekset ISI. For VDSI kan indeksveer-
dien variere pa en skala fra 0 til maksimalt 6, mens ISI-veerdien varierer
mellem 0 og 4.

For dvaergkonk, rgdkonk og purpursnegl anbefales det, at der indsamles og
undersgges 40 individer i alt per station, hvorimod det for almindelig konk
fra abne farvande anbefales at indsamle 100 individer per station. Der bgr

dog 0gsa tages hgjde for at ca. 10 % har infektioner med trematode-
parasitter, og at de derfor bgr ekskluderes fra dataanalyserne.

2.3.1 Indsamling, transport og opbevaring
Indsamling
e Fzelder placeres i det valgte omrade (se afsnit 2.1).
e For fangst af dvaergkonk ligger faelderne i 1 -2 timer.
e For fangst af almindelig konk og rgdkonk ligger faelderne i 2 - 5 dage

e Bundtrawl anvendes ved indsamling af almindelig konk og redkonk
ved sejlrender, isaer i Nordsgen og Skagerrak.

e Rammeskrab med en bredde pa 50 cm kan anvendes til indsamling af
dvaergkonk ved sejlrender, isaer i Nordsgen og Skagerrak

e Dykkere kan manuelt indsamle dvasrgkonk, almindelig eller redkonk

e Manuel indsamling pa sten i tidevandszonen af almindelig strandsneg|
eller purpursnegl

Transport og opbevaring:
e Transport af levende snegle (dvs. relevant for dvaergkonk, almindelig
strandsnegl og purpursnegl) foretages uden opbevaring i vand - fx i
en kgletaske - viklet ind i fugtigt klaede

e Frosne snegle (dvs. relevant for almindelig konk og rgdkonk) trans-
porteres og opbevares nedfrosne i hele perioden frem til analyserne
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e Opbevaring af de levende snegle i laboratoriet med 5 °C havvand og
lufttilfgrsel, hvor de kan nemt holdes i live i en uge.

Bemaerk: Opbevaring i sprit eller formalin ma ikke finde sted fgr bestem-
melsen af imposex eller intersex er tilendebragt.

2.3.2 Malinger af skalhgjden

Inden dissekering skal hgjden af samtlige snegle males pa ‘den laengste led’
(se Fig. 1), dvs. med basis og apex mellem skydelaerens keeber. Hgjden an-
givet til neermeste mm noteres (se Bilag 6).

2.3.3 Udtagning af blgddele

Fgr de levende snegle (dvs. dvaergkonk, almindelig strandsnegl og purpur-
snegl) bliver undersggt skal de bedgves i 1 - 2 timer med en 7 %-MgCl,-
oplgsning for at opnd maksimal afslapning af muskler.

Frosne snegle (dvs. relevant for almindelig konk og rgdkonk) optgs over
nogle timer til stuetemperatur.

Skallen knaekkes med en papeggjetang eller i en skruestik, og blgddelene
udtages med pincet.

2.3.4 Bestemmelse af kon, kensmodenhed og alder i konksnegle

Konksnegle er seerkgnnede, og pa trods af mulige imposex-karakterer er
der tydelige forskelle pa adulte hunner og hanner. Det kan vaere mere van-
skeligt at kgnsbestemme subadulte individer.

Nedenstdende generelle skitseringer af henholdsvis hunnens og hannens
reproduktive organer bygger pa almindelig konk. Der er mindre artsmaessi-
ge variationer, men overordnet set er placeringen af de enkelte organer de
samme.

Kgnsmodenheden af bade hunner og hanner vurderes som enten adult eller
immature afhangigt af, hvor veludviklet gonaden er i de sidste vindinger af
fordgjelseskirtlen. Hos de konksnegle, der betragtes som adulte, er gona-
den (ovarie eller testis) tydeligt gul eller orangergd og fremstar tydeligt ad-
skilt fra fordgjelseskirtlen. Hos subadulte snegle vil gonaden ikke vaere syn-
lig. Bemaerk, at hvis konksneglene er inficeret med digene ikter (jf. afsnit
4.6) kan det pavirke de reproduktive organer betydeligt.

Bestemmelse af alder kan forholdsvist let udfgres for de store konksnegle

almindelig konk og rgdkonk ved at teelle antallet af &rringe i skalldget
(operculum) (Figur 2), efter at det er hevet af foden i et samlet stykke. Det
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kan i visse tilfaelde veere lettest at studere det tilbageveerende aftryk pa fo-
den, hvor skalldget har siddet.

Antallet af &rringe i skallaget er et udmaerket mal for alder, idet de gene-
relt repraesenterer en arlig tilvaekst. Kun ca. 50 % fremviser tydeligt adskil-
te &rringe (Kideys, 1996).

Antallet af arringe kan ikke umiddelbart tzelles s3 let hos de andre arter af
konksnegle.

L]

Figur 2 Arringe i skall&g. a) Tydeligt adskilte 8rringe (~5 &r), b) Et ikke entydigt
antal af 8rringe (alder = ?).

Hunnens reproduktive organer hos konksnegle

Figur 3 Hunnens reproduktive organer. 1) Ovarie, 2) Ovidukt, 3) /Aggehvidekirtel,
4) Seedgemme, 5) /Egkapselkirtel, 6) Bursa

I Figur 3 er placeringen af hunnens reproduktive organer vist. Det gul-
orange ovarie ligger oven pa fordgjelseskirtlen i de sidste vindinger. Oviduk-
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ten forbinder ovariet med den palliale ovidukt, der bestar af aaggehvidekir-
tel, s;edgemme, aegkapselkirtel og bursa med den vaginale abning. Disse
organer ligger i forlaengelse af hinanden pa langs med kappehulen.

2.3.5 Kgnsbestemmelse af strandsnegle

Almindelig strandsnegl er ligesom konksneglene saerkgnnede, og pa trods af
mulige intersex-karakterer er der tydelige forskelle pa adulte hanner og
hunner. Det kan vaere mere vanskeligt at kgnsbestemme subadulte indivi-
der.

Nedenfor er henholdsvis hunnens og hannens reproduktive organer skitse-
ret (hhv. Figur 4 og 5).

Hunnens reproduktive organer

Figur 4 Hunnens reproduktive organer. 1) ovarie, 2) ovidukt, 3) aeaggehvidekirtel,
4) seedgemme, 5) aegkapselkirtel.

De bedste kendetegn er hunnens lysergde til mgrkergde ovarie, der ligger
pa langs med fordgjelseskirtlen samt den rette (ikke krgllede) ovidukt (ofte
fyldt med ag), der forbinder ovariet med den palliale ovidukt.

Den palliale ovidukt, der ligger pa langs med kappehulen, bestar af segge-

hvidekirtel, sssdgemme, segkapselkirtel, “gelékirtel”, bursa copulatrix og
den vaginale abning (se Figur 4).
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Hannens reproduktive organer

Figur 5 Hannens reproduktive organer. 1) testis, 2) seminal vesikel, 3) prostata
kirtel, 4) seedrende, 5) penis og 6) penial kirtler p§ penis.

De bedste kendetegn er hannens gule testis, der ligger sammen med fordg-
jelseskirtlen, samt den krgllede seminale vesikel, der forbinder testis til pro-
statakirtlen.

Prostatakirtlen, der ligger pa langs med kappehulen, er kigvet med en
sadrende, der Igber videre til penis. Penis er placeret lige ved hgjre tenta-
kel. Penialkirtlerne sidder som knopper pa ydersiden af penis (se Figur 5).

Bemaerk: Hannerne kan i visse tilfaelde helt afstgde deres penis (Deutsch &
Fioroni, 1992).

Farve af gonade ved

/ fordgjelseskirtlen \

Gul gonade Lysergd, lyselilla gonade Brun eller anden farve
l l af gonade
Han Hun Facon pa gonade-streng mellem
/ gonade og pallial ovidukt
Krgllet i store vindinger, Lige streng, ovidukt
seminal vesicle eventuelt fyldt med g,
Han Hun

Figur 6 Skematisk oversigt for kansbestemmelsen af almindelig strandsnegl (efter
OSPAR, 2008).
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2.3.6 Bestemmelse af trematod-infektioner i havsnegle

En eventuel tilstedeveerelse af digene ikter (Trematoda) i gonade og/eller
fordgjelseskirtel skal bemaerkes, da konksnegle og strandsnegle, som er in-
ficeret med digene ikter, skal udelades fra datamaterialet.

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

Det kan diskuteres, i hvor hgj grad tilstedevaerelsen af digene ikter vil kun-
ne pavirke de forskellige parametervaerdier for imposex-intensiteter (Smith,
1971, 1980) med undtagelse af Relative Penis Laeengde Index (RPLI), hvor
det kan medfgre en overestimering. Stgrrelsen af penis hos hanner kan bli-
ve meerkbart reduceret ved infektion med digene ikter (Kgie, 1969).

Bemaerk: Infektioner med sporedyr (Sporozoa) og fimreorme (Tubellaria)
forekommer hyppigt hos konksnegle, men disse former for infektioner ses
der bort fra, da intet pa, at de pavirker de reproduktive organer (Kgie,
1969).

2.3.7 Karakterisering af imposexstadier i konksnegle

Udviklingen af imposex kan enten beskrives ud fra penislaengde eller ved en
stadieinddeling pa baggrund af forskellige udviklingstrin, der karakteriseres
ud fra, hvor veludviklet pseudopenis og/eller saedleder er.

Tilstedeveerelsen af eventuelle imposex-karakterer undersgges nemmest,
hvis kappehulen klippes op i venstre side og generende slim tgrres vaek
med en blgd papirserviet.

Penislaengde af bade hanner og hunner males med maleokular i stereolup
eller skydeleere med 0,1 mm ngjagtighed. Laengden af penis males fra rod
til spids.

Hvor fremskredne stadier af imposex er i konksnegle kan beskrives pa to

forskellige mader: enten ved brug af "vas deferens sekvens”-stadier (vds)
eller ved "penisklassifikations”-stadier (tidligere kaldet "mensink sekvens

stadier”, ms).
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2.3.8 Karakterisering af “"vas deferens sekvens”-stadier

Penis with
penis duct

./

Penis and a
sequence of the

vas delerens

Figur 7 vds-stadier 0 -

Tentacles 0 (normal female)

Vaginal opening

Capsule gland

1 B 1C
,/“l A
Sequence oi/ Sequence of the
vas deferens at vas deferens at
the penis site ‘ the vagina
\ 2B 2c
A A\ Penis and a
s ) sequence of
Broken vas deferens with two = vas deferens
sequences of the vas deferens at at the vagina
the penis site and at the vagina
/ ac
M Penis and a
- broken vas
Full vas delerens/ deferens with
from penis site and sequences at
to the vagina the penis site
and at the
vagina
4*

Penis and a full vas

deferens from the penis

site and to the vagina
The full vas deferens contlnu;\T\
from the vagina and into the
capsule gland

4* hos almindelig konk, readkonk og dvaergkonk, som er ka-

rakteriseret ud fra udvikling af vas defe-rens (sadleder) og penis. Imposex-
udviklingen hos purpursnegl kan udvikle sig videre til stadie 5 og 6 (se 0gs§ Gibbs,

2001, OSPAR, 2008).

De enkelte “vas deferens sekvens”-stadier (vds) beskrives ud fra, hvor vel-
udviklet pseudopenis og vas deferens er.

vds-stadierne kan anvendes til at beskrive imposex-stadierne i alle arter af

konksnegle.

De ovenfor skitserede stadier (Figur 7) kan forekomme hos dvaergkonk og
almindelig konk. Hos purpursnegl og regdkonk kan der ogsa forekomme en
c-type, som er naermere beskrevet i OSPAR (2008).
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Stadieveaerdierne for type a, b og c ligestilles og kun "tallet” bruges til ud-
regning af gennemsnitlig VDSI-vaerdi:

VDSI = 2 vds / nF for hele populationen

hvor vds er de enkelte stadievaerdier og nF er antallet af hunner.

2.3.9 Karakterisering af "penisklassifikations”-stadier

Imposex
stage seen from above seen from the side

0

No development of penis. Smooth epitnenium at tne site, wnere
males have their penis.

or

_/%

Small knob at penis site indicating the development of a penis.

2 2

Small structure penis, which can wobble and be lifted up from the

epithelium of the foot.

Penis is bent and with a shape which tends to look like a normal
male penis.

3

Figur 8 Karakterisering af imposex-stadier i henhold til penisklassifikationen, PCI
(efter OSPAR, 2008).

Udviklingen af imposex kan beskrives ud fra forskellige “"Mensink sekvens”-
stadier (ms-stadier) (efter Mensink et al., 1997) ogsa kaldet “penisklassifi-
kations”-stadier.

Kun for almindelig konk skal ms-stadier anvendes ved karakterisering af in-
tensiteten af imposex som sup-plement til vds-stadier. ms-stadierne skal
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danne grundlag for en beregning af Penisklassifikationsindekset (PCI) (tidli-
gere kaldet Mensink Sekvens Indeks (MSI)), som er en gradvis inddeling fra
0 - 3, se Figur 8.

Ved udvikling af brudstykke af seedleder gges PC-vaerdien med 0,5, sa den
maksimale PC-veerdi er 3,5.

Hvis vas deferens (brudstykke eller hel) er til stede, angives det med vaer-
dien 0,5, dvs. under udregningen af PCI gges stadievardien yderligere med
0,5.

PCI =2 ms/ nF

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

2.3.10 Karakterisering af “andre synlige forandringer” som fglge af
imposex i konksnegle

Der kan i langt udviklede imposexstadier forekomme andre synlige sendrin-
ger af de reproduktive organer (Fioroni et al., 1991). Deriblandt en krglning
af ovidukt mellem ovarie og “albumin gland”, eller en spaltning af pseudo-
penis, s& den fremstdr som en dobbeltpenis (Figur 9).

Isaer sinuskurver og endnu mere fremskredne krglninger af ovidukten kan
ofte medfgre sterilitet, idet det blokerer for aegproduktionen.

Hvis der forekommer andre synlige forandringer, som beskrevet ovenfor,
anfgres dette ved rapportering under bemaerkninger for det enkelte individ.

a) b) c)

Figur 9 a) En mindre krolning af ovidukt, b) en tydelig krglning af ovidukt, s§ den
minder om hannernes seminale vesikel, c) dobbeltpenis.
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2.3.11 Bestemmelse af intersex i almindelig strandsnegl

Intersex er ligesom imposex-faanomenet en maskulinisering af hunner, men
morfologisk set er der forskelle. Intersex kommer til udtryk som misdannel-
ser af hunnens reproduktive organer eller som en decideret omdannelse af
hunnens reproduktive organer til hanlige organer. Udviklingsgraden af in-
tersex-stadierne (ISI) kan karakteriseres i trinvis skala fra 0 til 4 samt ved
laengden af prostatakirtlen, der udvikles hos hunner i de fremskredne inter-
sex-stadier.

I tillaeg til intersex-bestemmelsen hos hunsegle tzelles ogsa antallet af peni-
alkirtler pd hannens penis, da antallet kan vaere kraftigt reduceret i TBT-
belastede havheomrader (Bauer et al., 1997, Sterling, 2000). Det tyder pa,
at penialkirtlerne tilsvarende kan indikere TBT-effekter hos hannerne, selv-
om effekter af andre miljgforureninger i havneomrader ikke kan udelukkes.
Derudover tyder det pd, at dette faenomen i modsaetning til intersex er re-
versibelt, eftersom hannen hvert ar afstgder sin penis, sa det i hgjere grad
afspejler et mere nutidigt TBT-niveau. Proceduren for bestemmelsen er
skitseret i Figur 10.

Mal skalhgjden (mm)

|

Han Bestem kgnnet Hun
Teel antallet af Undersgg den palliale
penialkirtler pa penis / ovidukt pa ydersiden
Ingen tegn pa Hel eller delvis
udvikling af udvikling af
prostatakirtel prostatakirtel,
\L mal lengden (mm)
Klip kappen op i hgjre side l/ \\
og undersgg Ingen tegn Penisudvikling,
/ den vaginale dbning pa penis startende som en knop
Symmetrisk, \L \ l, l,
oval abning Ikke symmetrisk, Split >1/3 af den Stadie 3 Stadie 4
\L oval abning. palliale ovidukts
_ Split <1/3 af den samlede leengde
Stadie 0 palliale ovidukts \L
samlede laengde
\L Stadie 2
Stadie 1

Figur 10 Skematisk beskrivelse af konsspecifikke procedurer og mél for intersex
hos almindelig strandsnegl (efter OSPAR 2008).
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2.3.12 Karakterisering af intersex-stadier

Figur 11 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 groove, vo: vaginal opening (kopieret
fra Bauer et al., 1995, Oehl-mann, 2004).

Intersex-faanomenet kan karakteriseres ud fra 5 intersex-stadier (ISI). De
enkelte stadier karakteriseres ved, hvor maskuliniseret den palliale ovidukt
er:

e Stadie 0: Normal hun uden morfologiske a&ndringer

e Stadie 1: Den vaginale abning er forstgrret med et mindre snit og
bursa copulatrix er splittet pa langs

e Stadie 2: Hele den palliale ovidukt er splittet med mere end 2/3 pa
langs af en aben rende

e Stadie 3: Begyndende til fuldt udviklet prostatakirtel. En begyndende
udvikling af prostatakirtel ses bedst uden pa kappen, som deformite-
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ter i den palliale ovidukt, der synes som en hvid plamage i géle- og
agkapselkirtel. Alternativt kan den palliale ovidukt vaere spaltet i he-
le sin l&engde. Bemaerk at en begyndende udvikling af prostatakirtel
kan finde sted selvom, at den palliale ovidukt kun blevet splittet sva-
rende til stadie 1 og 2. Stadiet skal alligevel karakteriseres som sta-
die 3

e Stadie 4: En sadrende Igber fra den dannede prostata kirtel og hen
til en dannet penis oven over hgjre tentakel, sasmme sted som hos
hanner. Stadie 4 forekommer kun i seerdeles TBT-belastede omrader.

I Figur 11 er der vist skitser af de forskellige udviklingstrin (Bauer et al.,
1995).

Der kan udregnes et intersex-indeks (ISI), der beskriver intensiteten af in-
tersex i en gruppe af snegle. ISI udregnes som middelvaerdien af intersex-
stadier.

ISI = Z intersexstadier af alle indsamlede hunner/antal hunner

ISI-veerdier stgrre end 1,0 indikerer, at en vis del af hunnerne er blevet ste-
rile pa grund af udviklingen af intersex. Strandsnegle med ISI-stadierne 2 -
4 anses for at veere sterile (Bauer et al., 1995).

2.3.13 Maling af leengde af prostatakirtel hos hunner

Leengden af en eventuelt dannet prostatakirtel males pa langs med 0,1 mm
ngjagtighed med maleokular i en stereolup.

Prostata kirtlen er kun til stede i de sterile ISI-stadier 3 og 4.

2.3. 14 Madling af antallet af penialkirtler pd penis hos hanner

Antallet af penialkirtler pa penis hos hanner teaelles med brug af stereomi-
kroskop. Hvis der presses om penis med en pincet kommer penialkirtlerne
tydelige frem, hvorpa de er lettere at teelle. I meget belastede omrader har
hannerne ingen eller kun fa penialkirtler, hvorimod de i lavt belastede om-
rader kan have op til 25 - 40 penialkirtler pa penis.
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2.4 Tjekliste
e Indsamling af havsnegle fra en geografisk veldefineret station

e Dveargkonk og almindelig strandsnegle opbevares og analyseres le-
vende, mens rgdkonk og almindelig konk kan opbevares frosne frem
til analysen

o Karakterisering af imposex i konksnegle ved at méle penislaengde hos
hanner og hunner samt karakterisere imposex-udvikling ud fra vds-
og/eller ms-stadier. Intersex i almindelig strandsnegl karakteriseres
med ISI-stadier, maling af leengden af prostatakirtel hos hunner samt
antallet af penialkirtler hos hanner.

2.5 Vedligehold af instrumenter
Forstgrrelse og maleokular i stereolup kontrolleres fgr brug.

2.6 Szerlige forholdsregler - faldgruber

Forveksling af den udvalgte art med andre arter af havsnegle, da selv naert
beslaegtede arter ikke ngdvendigvis har samme fglsomhed over for TBT med
hensyn til udvikling af imposex eller intersex.
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3 Databehandling

En udfgrlig beskrivelse af databehandlingen vil blive udarbejdet i en separat
datateknisk anvisning knyttet til denne tekniske anvisning.

Hos konksnegle rapporteres for hver undersggt han og hun fglgende indivi-
duelle data for biologiske stgtteparametre:

- Art

- Skalhgjde

- Kgn

- Kgnsmodenhed

- Alder (kun for almindelig konk og r@gdkonk)

- Forekomst af trematod parasitinfektioner

Derudover rapporteres fglgende individuelle data for imposex i konksnegle:
- Penislaengde af bade hanner og hunner
- Imposex-stadie (vds) fra 0 -6 hos hunner
- Imposex-stadie (PCI) fra 0 - 3.5 hos hunner (kun relevant for almin-
delig konk)

Hos almindelig strandsnegl rapporteres for hver undersggt han og hun fgl-
gende individuelle data for biologiske stgtteparametre:

- Art

- Skalhgjde

- Kgn

- Forekomst af trematod parasitinfektioner

Derudover rapporteres fglgende individuelle data for intersex i almindelig
strandsnegl:

- Intersex-stadie (is) fra 0 -4 hos hunner

- Leengden af prostatakirtel hos hunner

- Antallet af penialkirtler pa penis hos hanner

P& stationsniveau rapporteres fglgende veerdier, som udtryk for udviklings-
graden af imposex eller intersex i de undersggte populationer af konksneg-
le:
- Procentvis andel af hunner med imposex (%)
- Vas Deferens Sekvens Index (VDSI) = % vds/antallet af hunner
- Penisklassifikationsindex (PCI) = = pc/antallet af hunner
- Relative Penis Stgrrelse Index (RPSI) = FPL3 / MPL3
- Relative Penis Laengde Index (RPLI) = FPL / MPL
- Intersex Index (ISI) = Z is / antallet af hunner
- Gennemesnitlig laengde af prostatakirtel hos hunner af almindelig
strandsnegl (FPrL)
- Andelen af sterile hunner (dvs. vds-stadie >4 samt hunner med krgl-
let ovidukt hos konksnegle eller is >1 hos almindelige strandsnegl)
- Gennemsnitligt antal af penialkirtler hos hanner (PKI) af almindelig
strandsnegl.
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I Tabel 2 ses de af OSPAR anbefalede stationsgenererede variable for impo-

sex- eller intersex-udvikling (OSPAR, 2008).

Tabel 2 De af OSPAR anbefalede stationsgenererede variable for imposex- eller
intersex-udvikling i konksnegle eller almindelig strandsnegl (OSPAR 2008).

Almin-
delig
konk

Purpur-
snegl

Rad-
konk

Dveerg-
konk

Almindelig
strandsnegl

Procentvis andel
af hunner med X X
imposex (%)

Vas Deferens Se-
kvens Index X X
(VDSI)

Penisklassifikati-
onsindex (PCI)

Relative Penis
Stgrrelse Index X
(RPSI)

Relative Penis
Lengde Index
(RPLI)

Intersex Index
(ISI)

Gennemsnitlig
lengde af prosta-
takirtel hos hun-
ner (FPrL)

Andelen af sterile
hunner

Gennemsnitligt
antal af penialkirt-
ler hos hanner
(PKI)

X)
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4 Kvalitetssikring

En udfarlig beskrivelse af kvalitetssikringen vil blive udarbejdet i en separat
datateknisk anvisning knyttet til denne tekniske anvisning.

For at ensarte observationerne skal de angivne metoder i denne vejledning
anvendes.

4.1 Kvalitetssikring af metode

Analyselaboratorierne skal kunne dokumentere deltagelse i tilbagevendende
nationale eller internationale workshops eller ringtests, som fx udbydes un-
der QUASIMEME (www.quasimeme.org) for at interkalibrere de forskellige
observatgrers karakteriseringer af imposex- og/eller intersex-stadier.

For at opna en optimal ensartning af observationer er praeparater, billeder
og diskussioner vaasentlige elementer i workshoppen.

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

4.2 Kvalitetssikring af data og dataaflevering
Dataindberetning sker via MFSBasen pa miljgportalen.
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6.1 Skema til bestemmelse af imposex i konksnegle

Art: Station: Position: Dybde: Dato:
Nr. Skalhgjde | Antal rin- |Kgn Kgnsmo- Penis- vds ms Trematoder Bemaerkninger
(mm) ge i skal- denhed laengde
13get (subad., (mm)
ad.)
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Nr. Skalhgjde | Antal rin- | Kgn Kgnsmo- Penis- vds ms Trematoder Bemaerkninger
(mm) ge i skal- denhed leengde
l1aget (subad., (mm)
ad.)
. Antal hun/ oh RPLI Skalhgjde (mm)
Station antal han /0 imposex (FPL (mm) (%) VDSI MSI interval
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6.2 Skema til bestemmelse af intersex i almindelig strandsnegl

Art: Littorina littorea Dato:
Station: Position: Dybde:
Skalhgj- Kgnsmodenhed - c 0.
Nr. de (mm) Kgn (subad., ad.) isi prl (mm) Trematoder Antal peniskirtler
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Skalhgj- Kgnsmodenhed . - I
Nr. de (mm) Kgn (subad., ad.) isi prl (mm) Trematoder Antal peniskirtler
Art: Littorina littorea Skalhgjdeinterval: -
Station Antal hun/antal han % intersex ISI FPrL (mm)

/
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6.3 Kvalitetssikring af metode

Prgvetagning kan eventuelt koordineres med prgvetagning af sediment,
muslinger og fisk:

TA M24 Miljgfarlige stoffer i sediment

TA M25 Miljgfarlige stoffer i fisk

TA M26 Biologisk effektmonitering i fisk

TA M28 Biologisk effektmonitering i muslinger
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