“lkke-nedgravede hjertemuslinger i Limfjorden - snyltere, gonadeudvikling og neoplasi *

Rapport for projektet:

"Ikke-nedgravede hjertemuslinger i Limfjorden -
snyltere, gonadeudvikling og neoplasi”

K. Thomas Jensen og Susanne V. Petersen
Institut for Bioscience, Aarhus Universitet

September 2013



2| “lkke-nedgravede hjertemusiinger i Limfjorden - snyltere, gonadeudvikling og neoplasi ”

Forord

Den her rapporterede undersegelse er rekvireret af Dansk Skaldyrcenter, Nykebing Mors
Formalet har varet at underssge om snyltere, gydemodenhed eller anormale blodceller
(tumorceller) kan vaere arsager til masseforekomst af ikke-nedgravede individer af Almindelig
hjertemusling i Limfjorden.

Carsten Formsgaard Nielsen fra Dansk Skaldyrcenter har leveret de hjertermuslinger, der
indgdr i undersegelsen. Muslingerne er indsamlet i Sallingsundomrdadet pé forskellige
tidspunkter i 2012. I nzrvaerende undersegelse har der iser vearet fokus pd hjertemuslinger
indsamlet i august og november 2012.

Tak til Dansk .Skaldyrcenter og Carsten Formsgaard Nielsen for et godt samarbejde om
projektet.

September 2013,

K. Thomas Jensen
Institut for Bioscience
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Resumé

1) Nervarende undersegelse er udfort for Dansk Skaldyreenter og har haft til formdl, at undersage om
snyltere, gydemodenhed eller anormale blodceller (tumorceller) kan vaere drsager tl masseforekomst af
ikke-nedgravede individer af Almindelig hjertemusling i Limfjorden.

2) I forbindelse med undersegelsen er den digene ikte Monorchis parvus for forste gang observeret i
Limfjorden. Denne ikte anvender eksklusivt Alm. hjertemusling - Cerastoderma edule - som mellemvert
(bdde 1. og 2. mellemvert). Fiskeslutvaerten i Limfjorden er ukendt. M. parvus er observeret i
hjertemuslinger pd alle undersegte tidspunkter (2012: marts, juni, august, november) og den
Jorekommer med en praevalens pd omkring 20% i bdde august og november, hvilket er meget hajt for en
tkte i forste mellemveert. Der er ikke p& de undersegte tidspunkter pévist forskel i parasitforekomst hos
nedgravede og ikke-nedgravede hjertemuslinger, men Monorchis parvus vides fra tidligere
undersagelser at kunne pdvirke hjertemuslingers nedgravningsevne.

3) Der er ikke pduist forekomst af tumorceller (neoplasi) i heemolymfen hos C. edule. De observerede
blodceller har et sterrelsesspekirum og et udseende svarende til, hvad der tdligere er pdvist for
normale blodceller i hjertemusling. Dermed kan neoplasi-celler ikke forklare, hvorfor nogle
hjertemuslinger i de undersogte hjertemuslingebestande er ikke-nedgravede.

4) I forbindelse med undersegelsen af kensforhold og modenhedsstadier hos hjertemuslinger viser
analysen, at gydemodne hjertemuslinger fra juni er overrepresenteret blandt ikke-nedgravede
muslinger.

5) Stikprever af hjertemuslinger fra august og november 2012, der har varet screenet i nzrvarende
undersogelse, viser ikke forskelle mellem nedgravede og ikke-nedgravede muslinger mht.
snyltebelastning, blodcelletyper og kensforhold. De ikke-nedgravede muslinger udger tilsyneladende et
helt tilfeldigt udsnit af hjertemuslingepopulationen i efterdret 2012 pé den undersegte lokalitet. Det vil
imidlertid veere interessant at fa afklaret i hvilken udstrakning temperaturforhold og Monorchis-
modenhed kan vare afgerende for adferden af Monorchis-inficerede hjertemuslinger.

1. Introduktion

eller om det forekommer episodisk. Ugun-
stige bundforhold f.eks. i forbindelse med
iltsvind er en kendt &rsag til at hjerte-
muslinger forseger at undslippe et iltfattigt
nedgravede hjertemuslinger pd havbundens bundnzert vandlafg ved"a t kravle op!. Nogle
averflade: En sidan atypisk hjerte- patogene organismer’  og snyltere kan
muslingeadferd er iagttaget i bla. svekke en  hjertemuslings nedgrav-

Sallingsund-omradet i Limfjorden pd godt ningsevne, 0§ blands Hertemusingeis
10 m’s vanddybde, men er ogsd observeret snyltere mistenkes nogle for at kunne
mange andre steder i den Almindelige kontrollere muslingers adfeerd s& de bliver

hjertemuslings udbredelsesomréde. Fzeno- }:ittf rel tllgaeiﬁgeljgde 10F &l hﬁsl;e— elle;
menet har veeret observeret gentagne gange Blesintvzertll, Bl detisenaste Dur derveeres

i Limfjorden, men for indevarende vides iOklllls It)a’ &11; thI}‘ltemusllnger dr? ec.l Pkon;
ikke om det udviser en periodicitet L R RLUBRIORgHEn (RiSsminem

Nervaerende undersegelse er udfert for
Dansk Skaldyrcenter, Nykebing Mors, og
har haft til formal at identificere mulige
arsager til masseforekomst af ikke-



neoplasi) er overrepraesenteret hos ikke-
nedgravede hjertemuslingeriv. Udover de
naevnte faktorer kan det ogsa tznkes, at
hjertemuslinger i forbindelse med gydning
kunne bevage sig op pi sedimentoverfladen
for at fremme spredning af @®g, selvom en
sidan adferd s vidt vides ikke har veret
rapporteret hos hjertemuslinger tidligere,
men dog er set hos andre benthiske
organismer.

Da hjertemuslinger i Limfjorden udnyttes
kommercielt, er der en praktisk interesse i
at fa identificeret den eller de faktorer, der
fordrsager hjertemuslingens atypiske ad-
faerd.

Formilet med nzerverende undersegelse
har specifikt vaeret at klarleegge, om der er
forskel pd nedgravede og ikke-nedgravede
hjertemuslinger fra Limfjorden mht. fore-
komst af snyltere, gydemodenhed eller
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anormale blodceller (neoplasi). Muslingerne
til undersggelsen er leveret af Dansk Skal-
dyrcenter, og undersggelsen er iser baseret
pa hjertemuslinger indsamlet i august og
november 2012 dog suppleret med analyser
af et mindre antal hjertemuslinger fra marts
0g juni 2012.

De indsamlede nedgravede og ikke-ned-
gravede hjertemuslinger er blevet screenet
for snyltere (makroparasitter), ken (moden-
hedsstadier), blodcellesammensztning og
individuel vaekst. De anvendte metoder er
beskrevet sidst i denne rapport. I Tabel 1 er
vist en oversigt over tid og sted for ind-
samling af de underssgte hjertemuslinger.

Tabel 1. Undersggte hjertemuslinger fra Sallingsund, Limfjorden (N: nedgravede, E: ikke-nedgravede)

lokalitet koordinater dybde (m) dato # C. edule analyse
Sallingsundbroen N 560 44,782 E 008° 50,606 10-12 Juni (8/6) 51 (N+E) 1L,2
N 560 44,789 E 008° 50,554 10-12 August (17/8) 61 (N+E) 1,2,3&4
N 56° 44,782 E 008° 50,606 10-12 November (7/11) 99 (N+E) 1,2,38&4
Kontrol (Sallingsund) N 56° 42,554 E 008° 47,932 Marts (23/3) 24 (N) 1

1: snyltere; 2: ken; 3: blodceller; 4: vaekst
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Tabel 2. Organismer fundet i Alm. hjertemusling (C. edule) fra august og november 2012 (Sallingsundbroen, 11 m)

art 1. ml veert 2, ml veert slutvaert przvalens:
Parasitter Monorchis parvus Alm hjertemusling  Alm hjertemusling f&i Irar;l::s-arter (Havrude- 20%
Himasthla elongata Alm strandsnegl Alm hjertemusling  Selvmige, Strandskade fa abs.
o.a. muslinger Ederfugl m.fl.
Himasthla sp Stor dyndsnegl Alm hjertemusling  Splvmige, Strandskade, fa obs.
Ederfugl m.fl.
Kommensaler Hermannella rostratat Ikke veertsskifte Alm hjertemusling 32%
(Copepoda)
Paravortex cardiit Ikke veertsskifte Alm hjertemusling 14%

(Turbellaria)

1: Arten er ikke identificeret med sikkerhed men de n@vnte arter er typisk registreret i Alm. hjertemusling iflg Longshaw & Malham
(2013); 2: baseret pd alle undersegte muslinger fra august og november 2012; 3: de Montaudouin et al (2009); 4: Bartoli et al (2000)

2. Resultater
2.1 Snyltere

De indsamlede hjertemuslinger (Cera-
stoderma edule) fra Limfjorden (indsamlet
omkring Sallingsundbroen pd 10-12 m’s
dybde) er blevet undersagt for forekomst af
makroparasitter og kommensale organismer
(Tabel 2). Denne undersggelse har vist, at
ikten = Monorchis parvus®  (herefter
Monorchis) (Tavle 1), der ikke tidligere har
veret rapporteret fra Limfjorden, fore-
kommer i omkring 20% af hjertemuslinger
indsamlet i august og november.

Monorchis er den absolut dominerende
parasit i denne hjertemuslingebestand pé 10
m’s dybde i Limfjorden, idet der her kun er
registreret fa individer af andre parasitter.

De to i Tabel 2 nevnte kommensale arter:
en fladormeart (formentlig Paravortex car-
dit) og en copepodart (formentlig Her-
mannella rostrata’®) (Tavle 2), er typisk
forekommende i hjertemuslingebestande fra
lavtvandsomréder og fra tidevandszonen i
det nordvesteuropziske kystomréde, og de
anses for at veere harmlese. De her

observerede pravalencer er lavere end tid-
ligere registreret for adulte hjertemuslinger
i feks. Vadehavet. Ikter af slaegten
Himasthla er ogsd almindeligt fore-
kommende i hjertemuslinger péd lavt vand
(tidevandszonen og indtil et par meters
dybde), men kun sporadisk til stede i den
her undersegte bestand. Der er imidlertid
flere almindelige parasitarter med fugle som
slutvaert, som man typisk vil finde i
hjertemuslinger fra tidevandszonen og pa
lavt vand (< 2 m), der ikke er repraesenteret.
Fraveeret af disse ikter i den dybere del af
Limfjorden skyldes sandsynligvis fraver
eller lave tetheder af relevante mellemvaer-
ter (f.eks. dyndsnegle og strandsnegle) samt
at de relevante fugleslutveerter (Strand-
skade, Selvinige) kun har betydning pa det
lave vand. Den hgje praevalens af Monorchis
er derimod usadvanlig, og mé i neerverende
sammenhang pakalde sig stor interesse.

Indvoldssaekken af muslinger, der er infi-
ceret med Monorchis, er typisk helt domi-
neret af sporocyster (en slags rugesakke)
(Figur 1 og Tavle 1 & 3). Inficerede
hjertemuslinger kan ikke producere afkom,
idet store dele af gonadeveevet er overtaget



af Monorchis-larver. Parasitten anvender
hjertemusling bide som forste og anden
mellemvaert. At vere forste mellemvaert for
digene ikter indebzrer, at der sker en
ukonnet opformering af parasitten i
hjertemuslingen. Inficerede muslinger vil pa
et tidspunkt veere naesten fyldt af sporo-
cyster.

Figur 1. Sporocyster fra Monorchis i hjertemuslinger
fyldt med (A) cercarier, (B) metacercarier af forskellig
alder samt (C) gamle metacercarier. Det er
bemarkelsesvaerdigt, at Monorchis kan producere
bide cercarier og metacercarier i hjertemusling — det
kan eventuelt vare sasonbetinget. I de her undersagte
hjertemuslinger er kun set metacercarier i sporocyster
(en slags rugesak) — jf. Fig. 1. (Tegninger: Bartoli et al.
2000).

Sporocyster indeholder et antal larver, der
hos andre tilsvarende arter frigives som
cercarier (haleikter), men som hos nsrvee-
rende art afsluttes med et metacer-
cariestadium. Disse sidste kleekker og
udvikler sig forst videre i tarmsystemet af en
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slutveert, der for den angivne parasitart er
en hjertemuslingezedende fiskeart. Ved den
franske = Middelhavskyst, hvorfra den
omtalte parasitart er beskrevet, er slut-
veerten typisk havrudearter (Sparidae) som
Diplodus sargus, D. wvulgaris og D.
annularis. Udover én observation (egen
obs., KTJ) i august 2012, hvor der blev
fundet 1 hjertemusling (af 12 undersegte)
inficeret med netop Monorchis pa lavt vand
ved Trend, er den neevnte parasit ikke
tidligere angivet fra Limfjorden, men den er
tidligere observeret ved Tjarn6é i Sverige.
Hvorvidt den ferst er dukket op pd det
seneste (evt. betinget af klimatiske forhold)
er pd indeverende tidspunkt uvist.

Der er oparbejdet data fra 4 prevetagnings-
tidspunkter i 2012 (jf. Figur 2 ). Her er det
saerligt interessant, at parasitten allerede er
til stede i hjertemuslinger fra marts. Disse
formodes, at veere blevet inficeret for
vinteren 2011-12, si det tyder pa, at
Monorchis-inficerede hjertemuslinger kan
overleve vinterforhold. Det viser ogsa, at
forekomsten i sensommeren og efteraret
2012 ikke er et resultat af en episodisk
handelse i juli eller august 2012. Parasitten
kan have vaeret uplagtet til stede i
Limfjorden i flere ar, idet der si vidt vides,
ikke har veret gennemfort parasitologiske
underspggelser af hjertemuslingebestande i
fjorden tidligere og slet ikke af bestande pa
storre dybde (10 m). Baseret pa nervaerende
undersggelse er der en signifikant stigning i
praevalensen af Monorchis mellem juni (4%)
og august 2012 (24%) i ikke-nedgravede
(eksponerede) hjertemuslinger (x2-test, p=
0.039).
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Figur 2. Pravalens af Monorchis parvus — inficerede hjertemuslinger blandt ikke-nedgravede og ned-
gravede individer i 2012 (IP: ikke -Monorchis-inficeret; P: Monorchis-inficeret); [antal undersegte

hjertemuslinger: Marm‘11 = 0; Mar_, = 24; Jun
48; Nov,_, = 51].

exp

Der kan ikke pad basis af narvarende
stikprever konstateres en signifikant forskel
pa preevalensen af Monorchis blandt ned-
gravede og eksponerede hjertemuslinger.
Gennemsnitsleengden af inficerede nedgra-
vede og eksponerede hjertemuslinger afvig-
er ikke fra gennemsnitlengden af ikke-
inficerede (Figur 3). Der ses siledes ikke
pget pravalens med laengden af hjerte-
muslinger, hvilket ellers er tilfaeldet i mange
andre parasit-veertsrelationer selv indenfor
det sterrelsesspektrum af hjertemuslinger
(1-3 drige), der er undersggt her. Af data
fremgér, at gennemsnitslengden af hjerte-
muslinger bade ikke-inficerede og inficerede
stiger fra august til november. De inficerede
individer udger ikke en starrelsesselekteret
del af populationen.

= 26; Jun_, = 25; Augm = 29; Aug, ;= 32; Novup =

august november
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Figur 3. Gennemsnitslengde (+ SE) af ikke-nedgra-
vede (eksponerede) og nedgravede hjertemuslinger i
august og november opdelt i Monorchis-inficerede og
ikke-inficerede individer. Der ses en egning i
gennemsnitsleengderne mellem de to tidspunkter, men
der er ikke forskel i lengde mellem inficerede og ikke-
inficerede muslinger og heller ikke mellem nedgravede
og ikke-nedgravede. Den stiplede linie, der er indsat for
at lette sammenligninger, markerer gennemsnits-
lzngderne af ikke-inficerede muslinger i august.
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Figur 4. Vakstmenster af ikke- inficerede og
Monorchis-inficerede hjertemuslinger. Vaekstraten for
hver musling er estimeret som forholdet mellem
logaritmen til lzngden (In) i november divideret med
lzzngden ved vinteren 2011/12. Vakstraten er afbildet
mod logaritmen (In) til lengden ved vinteren 2011/12
(i henhold til en Gompertz vakstmodel).

For ikke-inficerede C. edule er der en signifikant

hzldning (+* = 24.5%, p < 0.1%). For de inficerede er

hzldningen ikke signifikant (+* = 0.8%, p = 71%). Der er
betydelig spredning pd data og ikke nogen entydig
forskel i vakstrate mellem inficerede og ikke-
inficerede muslinger.

Det er hgjest bemzarkelsesveerdigt, at op til
24% af de undersegte hjertemuslinger er
inficeret. Med den observerede pravalens
ma der veere en tzet rumlig kobling mellem
parasitten og dens slutvaert(er), og her er et
problem, idet det ikke for indevarende er
oplagt, hvilke hjertemuslingespisende fiske-
arter i Limfjorden, der forekommer i et
omfang, sd det kan forklare parasittens
pravalens. Mens det er muligt, at der kan
indga andre slutverter end de beskrevne i
Monorchis livscyklus, er det vanskeligt at
forsta, hvordan parasitten kan veaere dukket
op, hvis ikke det er sket via én af de
beskrevne slutveerter, da alternativet —
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tidligere udsatning af hjertemuslinger i
Limfjorden fra inficerede bestande — fore-
kommer helt usandsynligt. Det rejser na-
turligt spergsmaélet, om der er dukket nye
fiskearter op i Limfjorden, som endnu ikke
er blevet registreret?

Hvorvidt Monorchis har indflydelse pa
vakstmensteret hos hjertemusling er
undersggt pa basis af afleesning af &rringe.
Ved at undersage tilvaekst fra den veekstring,
der er afsat vintereren 2011-12, og til
lengden i november 2012, kan det testes,
om der har varet forskellig vaekstrate for
inficerede og ikke-inficerede hjertemus-
linger (Figur 4). Den tidsmaessige variation
i preevalensmensteret (Figur 3) indicerer, at
infektionerne iseer er tiltaget mellem juni og
august. Det er derfor kun en begranset del
af tilveeksten i 2012, der potentielt vil veere
influeret af parasitterne, og det er
sandsynligvis en periode med den mindste
tilvaekst (gendannelse af vav efter repro-
duktion i juni-juli og sandsynligvis en lavere
fytoplanktonproduktion i sommer/efterar
end i fordret). Hertil kommer en vis
usikkerhed i aflesning af arringe, der er
dannet i vinteren 2011/12 som folge af
forstyrrelsesringe pd nogle individer. Vakst-
mensteret for inficerede og ikke-inficerede,
som det fremgar af Figur 7, viser en bety-
delig variation i de individuelle vakstrater,
og vi kan ikke pa dette grundlag afd=kke
betydningen af Monorchis for hjerte-
muslingers vaekst.

Kan parasitten bidrage til at forklare epi-
sodisk forekomst af ikke-nedgravede
(eksponerede) hjertemuslinger? Da der pa
undersggelsestidspunktet er ens hyppighed
af Monorchis blandt nedgravede og eks-
ponerede hjertemuslinger tyder det ikke pa,
at parasitten i sig selv har betydning for om
hjertemuslinger er ikke-nedgravede. Det
kan imidlertid ikke udelukkes, da der ken-
des flere tilfzlde, hvor digene ikter indu-
cerer adfzerdsendringer hos deres vaert med
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henblik pa at eksponere varten for
parasittens  slutvaert.  Ikke-nedgravede
hjertemuslinger vil vaere et oplagt byttedyr
for konsumenter. S& der er m.a.0. en
potentiel mulighed for at nervaerende
parasit kan fremme, at inficerede
hjertemuslinger kravler op pé overfladen
eller alternativt, hvis de er endt pia
overfladen, kan parasitten hzmme
nedgravning igen. I den tidligere omtalte
observation = af = Monorchis-inficerede
hjertemuslinger ved Tjarnoviti blev foretaget
et simpelt nedgravningsforseg, hvoraf det
fremgar, at signifikant feerre Monorchis-
inficerede individer var i stand til at grave
sig ned i lgbet af 12 timer end ikke-
inficeredeix. Disse forseg bar dog suppleres
med lidt mere omfattende forseg for at
afklare under hvilke betingelser de ikke
graver sig ned, idet nogle af de svenske
muslinger tilsyneladende var i en degende
fase.

Det billede vi pt. har af preevalensmegnsteret
er et 'snapshot’, idet vi ikke kender detal-
jerne i den temporale/ssesonmaessige
variation. Principielt kunne der forekomme
en situation, hvor infektionsraten balan-
ceres af konsumptionsraten pé inficerede
muslinger (en dynamisk ligevaegtssituation).
En sadan balanceret situation kunne opsté
idet tilstedeveerelse af inficerede slutveerter
vil kunne indebzre bade frigivelse af infek-
tive parasitlarvestadier og konsumption af
inficerede hjertemuslinger forirsaget af de
samme fisk. P4 grund af parasitternes ud-
viklingstid — kendes ikke i det konkrete
tilfzelde, men kan forventes at have varighed
pd fi uger (temperaturafh®ngigt) under
optimale forhold — kan der sagtens vere en
sesonmessig dynamik, der i perioder
medfgrer en netto-ophobning af inficerede
individer og i andre perioder en netto-
eliminering af inficerede individer.

Det er tidligere rapporteret, at Monorchis
kan forarsage stor dedelighed hos hjerte-

muslinger (tidligere omtalte undersagelse
fra Tjiarno i Sverige)*, idet der blev obser-
veret mange dede inficerede hjerte-
muslinger pé lavt vand. Det vurderes, at en
sddan hej dedelighed hanger sammen med
hoje sommertemperaturer pa lavt vand. I
forbindelse med nervaerende undersogelse,
hvor de undersggte muslinger blev holdt i
akvarier ved en temperatur pa 6-7 °C indtil
de blev undersegt, observeredes ingen
dedelighed. Men med den pravalens
Monorchis forekommer med i1 Salling-
sundbro-populationen  vil det vare
interessant, at fa afklaret temperatur-
betingede mortalitets-rater, idet ikke preda-
tionsbetinget dedelighed kan veare en
potentiel signifikant faktor i parasittens
temporale prazvalensmenster. Lave vinter-
temperaturer kunne evt. ogsid bidrage til
dedelighed, idet mange vaevsfunktioner mé
vaere nedsat som folge af parasittens
tilstedevaerelse. Hvis pravalensmensteret
for Monorchis i 2012 er reprasentativ kan
forventes en selektiv dedelighed af
parasiterede  hjertemuslinger  mellem
november og marts. Det er dog pd inde-
veerende tidspunkt en fortolkning pé basis af
et relativt spinkelt datamateriale.



2.2 Kon og gonadestadier

De indsamlede hjertemuslinger fra august
og november er underspgt for ken og
modenhedsstadie pd basis af histologiske
undersegelser. For hjertemuslinger fra
marts og juni, er tilstedevaerelse af ag
registreret 1 forbindelse med parasit-
screeningen.

Hjertemuslingerne fra august har veeret
vanskelige at  kensbestemme, idet
gonaderne tilsyneladende ikke er restitueret
efter sommergydningen og kun har varet
svagt udviklet i de undersggte individer. I
den forbindelse er der ikke observeret
forskelle mellem nedgravede og ikke-
nedgravede individerd. Derimod har der
ikke veeret de samme problemer med at
identificere kennet hos muslinger fra
november, idet ca. 80% af populationen
kunne kensbestemmes (Tavle 4 & 5), og de
resterende ubestemte har formentligt vaeret
hanner.

Figur 5 viser kensfordelingen blandt ned-
gravede og ikke-nedgravede hjertemuslinger
i november 2012. Hjertemuslinger indsam-
let i november har veeret holdt i live ved ca.
6-7 °C og uden tilforsel af fode fra
indsamlingstidspunktet (medio november)
og indtil dissektion i perioden frem til slut-
ningen af december. Det kan evt. have
medfert reabsoption af gonadevaev hos
nogle af de sidst underspgte individer.
Gonadevavet ser dog generelt ud til at veere
restitueret efter gydning (i juni/juli — se
senere), idet det indeholder en del
forholdsvis store agceller (jf. Tavle 4).

Observationer af sammenpressede
indvoldsszkke under dissektionsmikroskop
i forbindelse med screening efter parasitter
viser, at hjertemuslinger fra marts 2012 har
veludviklede gonader med tydelige sg. Det
dokumenterer, at der sker en gonade-
opbygning i det sene efterar 2011 og i lebet
af det tidlige forar 2012. Denne
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Figur 5. Kensfordeling af nedgravede og ikke-
nedgravede hjertemuslinger i novem-ber 2012
[l:le,xp = 25; Dped = 26].
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gonadeudvikling har formentlig veret
begunstiget af forholdsvis lave
vintertemperaturer, idet der ikke bruges sa
meget oplagsnaring til dsxkning af
stofskiftet som tilfzeldet er under varme
vintre. Et resultat heraf er typisk en sterre
afkomsproduktion i en gydeszson, der
folger efter en kold vinter. Sammen-
ligningen mellem hjertemuslinger fra juni
og august indikerer klart, at gydningen er
sket imellem de to datoer, og tilstedeveaerelse
af modne &g i juni, antyder, at ind-
samlingstidspunktet i juni kan have veeret
teet pd gydningstidspunktet.

I neerverende sammenhzng er de
undersggte hjertemuslinger fra juni méned
meget interessante, idet vi her ser, at
sgberende hjertemuslinger er overre-
preesenteret blandt ikke-nedgravede hjerte-
muslinger i forhold til nedgravede (Figur 6;
Fischer’s exact test, p = 1%). Sa vidt vides er
en sidan overfladaktivitet hos aegbzrende
og maske nasten gydemodne hjertemus-
linger ikke rapporteret tidligere. I det hele
taget foreligger der ikke mange under-
segelser af hjertemuslingebestande fra 10-15
m'’s dybde, idet langt de fleste undersegelser
er fra tidevandszonen og indtil fi meters
dybde. Vi ved siledes ikke, om hjertemus-



linger i de dybere omrider métte have en
serlig gydeadferd eventuelt betinget af
omgivelsesforhold (strem, ilt mv). Iser et
lavt ilthold kunne forventes at inducere
gydemodne hjertemuslinger til at bevage
sig op pa overfladen, idet de p.gr.a. &gmas-
sen formentligt har et sterre iltbehov end
hanner.

C. edule, St. 11, juni 2012
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Figur 6. Procentdel af ikke-nedgravede (exp) og ned-
gravede (ned) hjertemuslinger (C. edule) med og uden
&g i juni 2012 (baseret pa observationer af muslinge-
vaev presset mellem to glasplader; gruppen af hjerte-
muslinger uden =g omfatter bide ikke kens-modne
hunner og hanner). Der er signifikant forskel pi
fordelingen (Fischer's exact test: p = 1%) [nm = 26;

0,4 = 25].

2.3 Neoplasi

Forekomst af ukontrolleret vackst af blod-
celler med nedsat funktionalitet (dissi-
mineret neoplasi) har for nyligt vist sig at
vere overrepraesenteret blandt ikke-nedgra-
vede hjertemuslinger i forhold til nedgrave-
devi,  Dissimineret neoplasi er en
tumorform, der giver dysfunktionelle hze-
molymfeceller (ha&mocytter). Hamocytter
hos muslinger har flere funktioner. De er en
vigtig del af muslingers forsvarssystem, idet
de kan udfsre fagocytose og indkapsle
fremmedlegemer og reparere vaevsskaderii.

Cellediameter
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Desuden er haemolymfeceller medansvarlige
for fordejelse og nzringstransport. Hemo-
lymfen i patologiske individer udviser gene-
relt et reduceret ilttryk*v. Hjertemuslinger
med dissimineret neoplasi udviser ogsa ty-
pisk en hgj dedelighed>>.

I n®rverende undersogelse er gennemfort
en screening af veevsprever fra alle
hjertemuslinger for at afdekke en eventuel
forekomst af atypiske hamocytter, og
desuden er der fra hjertemuslingerne
indsamlet i november 2012 og holdt i live til
underspgelsestidspunktet taget haemolymfe-
prover til analyse fra bageste lukkemuskel.
Der er beskrevet 4 normale heemocyttyper i
Almindelig hjertemusling, der storrelses-
massigt spender fra 3 til 12 pm i
diameteri,
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Figur 7. Boxplot af sterrelsesfordeling (cellediameter
i um) af blodceller i tilfeeldigt udvalgte ikke-
nedgravede (E) og nedgravede hjertemuslinger (N)
fra november 2012. Boxplot er anvendt til angivelse
storrelsesspredning; de opmalte celler tilherer mere
eller mindre diskrete sterrelseskategorier og kan ikke
forventes at reprasentere et kontinuum af sterrelser.
[bl3 rektangel: starrelsesspektrum af celler mellem 25
og 75% percentilerne; kraftig horisontal streg:
median; vertikal linie: verdier ml. 1.5 og 3 gange
rektangellengde; ovrige symboler: enkeltvaerdier
udenfor den vertikale linie].



Storrelsesfordelingen af hzemocytter bade
blandt nedgravede og ikke-nedgravede
hjertemuslinger fra novemberprgverne
viser, at alle opmalte celler har en sterrelse
indenfor dette spektrum (Figur 7).
Eksempler p& typiske praeparater af
hamocytter fra nedgravede og ikke-ned-
gravede muslinger er vist p Tavle 6.
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Figur 8. Sterrelsesfordeling af hamocytter i
nedgravede og ikke-nedgravede hjertemuslinger
udtaget fra stikpraver af hjertemuslinger indsamlet i
november 2012 i Limfjorden. Blodprever er udtaget
fra bageste lukkemuskel af de undersegte muslinger.
Inddelingen i storrelseskategorier er baseret pd
Wootton et al. 2003 [granulzre eosinofile,
agranulere og granulere basofile blodceller er
mellem 4-7 um og type III eosinofile blodceller er 10-
12 pum; ovrige kategorier er medtaget for at vurdere
frekvensen af celler i andre storrelsesgrupper].

Frekvensen af forskellige storrelsesgrupper
udviser en signifikant forskel mellem
nedgravede og ikke-nedgravede hjertemus-
linger (Chiz>-test: p = 0.001), idet celler
storre end 7 um (og mindre end 15 pm) har
en lidt hejere hyppighed blandt ikke-
nedgravede end blandt nedgravede mus-
linger (Figur 8). Den individuelle variation i
sammensztningen af hamocytter i prover
fra lukkemuskler fremgir af boxplot-
diagrammet pa Figur 7. Arsagen til oven-
nzvnte signifikante omend beskedne forskel
i frekvensen af hsemocytsterrelser kendes
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ikke. Det er teenkeligt, at der blandt ikke-
nedgravede hjertemuslinger er en overre-
preesentation af individer i en svaekket eller
stresset tilstand, og at det har indflydelse pa
hemocytsammensaetningen, idet de forskel-
lige blodcelletyper udfylder forskellige
funktionerxvii,

Hverken screening af hamolymfe prapa-
raterne eller de histologiske snit har givet
indikationer for tilstedevaerelse af neoplasi-
celler — en vurdering der iser er baseret pa
starrelserne af de observerede celler. Der er
heller ikke observeret cellegrupperinger, der
kan fortolkes som atypiske og udtryk for
uhzmmet cellevaeekst. De observerede
haemocytter er generelt sma og mindre end
7 um og falder indenfor kategorien gra-
nulzre eller agranulare blodceller (Figur 9).
I et tidligere studium er rapporteret, at
granuleere og agranulezre celler med
cellediameter pa op til 7 um udger omkring
90% af blodcellerne i C. edulexiii, hvilket
stemmer godt overens med de observerede
storrelser i naervaerende undersogelse.

Figur 9. Eksempler pi h&molymfe celler i C. edule
veev fra st. 11 (markeret med pil). Baseret pa
histologiske snit af indvoldssakken og efterfelgende
farvning af preparatet, [N: nedgravet; tallet angiver
individ nummer; mélestok angiver: 10 pm]



3. Diskussion

Neerveerende undersegelse har  vaeret
centreret om at analysere hjertemuslinger
fra Limfjorden for at identificere mulige
drsager til det feenomen, at hjertemuslinger
undertiden iagttages liggende pa havbunden
og ikke-nedgravet. I underspgelsen har der
eksplicit veeret fokus pa at underspge, om
der er forskel pd nedgravede og ikke-
nedgravede hjertemuslinger med hensyn til
parasit-sammensztning, ken og forekomst
af atypiske blodceller (neoplasi).

Forekomst af ikten Monorchis parvus i den
underspgte hjertemuslingebestand er indtil
videre det mest bemzrkelsesvaerdige, og det
pdkalder sig  naturligvis  yderligere
undersggelser, idet en pravalens pd 20%
blandt badde nedgravede og eksponerede
hjertemuslinger er en unik observation. I
hvilken udstraekning denne parasit bidrager
til eget overfladeaktivitet i bestanden kan
ikke afgeres for indeveerende, men alene
det, at 80% af de ovrige eksponerede
muslinger ikke er inficeret, indicerer at
andre faktorer er pa spil. Men det er
notorisk en mulighed, at en del af de
eksponerede  hjertemuslinger kun er
midlertidigt eksponerede, idet en rakke
forhold i sedimentet kan inducere
hjertemuslinger til at komme op til
overfladen. Hjertemuslinger tiler kun
forholdsvis kort tids eksponering til iltfri
forhold, og det er observeret, at de kommer
op til sedimentoverfladen ved lave
iltspeendinger, hvorved de eventuel kan
passere et iltfattigt greenselag. I tidligere
studier er det observeret, at parasiterede
hjertemuslinger er mere folsomme overfor
anoxiske forhold end ikke-parasiteredexi,

En bedre forstielse af parasit-dynamikken i
vertspopulationer forudsatter et detaljeret
kendskab til den tidsmaessige variation i
parasittens forekomst. Men ikke mindst er
det ogsi nedvendigt at f& identificeret
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mulige fiskeslutveerter til Monorchis i
Limfjorden. Umiddelbart er det
overraskende, at netop Monorchis fore-
kommer i Limfjorden, idet de beskrevne
fiskeveerter for parasitten ikke sd vidt vides
er registreret her. Andre fiskearter vil sand-
synligvis ogsd kunne optrede som verter,
men umiddelbart er der ikke et bud pa
hvilke arter, der dels forekommer i tilstraek-
kelige mangder pa de undersegte stationer,
og som ogsa spiser hjertemuslinger af den
sterrelse, der her er undersegt. Under-
sogelser er her nedvendige for at fa klarlagt,
hvad der kontrollerer parasittens udbredel-
se og dynamik.

Neerverende undersogelse tyder ikke pa, at
hjertemuslinger pd de undersegte stationer
har atypiske hamocytter (neoplasi-celler)
betinget af en tumor-lignende sygdom. Det
udelukker dog ikke forekomst af neoplasii-
celler pa andre tidspunkter end i august og
november eller at en forholdsvis lille del af
populationen er ramt. Men indtil videre
tyder analyserne saledes ikke pa, at den
observerede forekomst af hjertemuslinger
pa sedimentoverfladen kan tilskrives dissi-
mineret neoplasi. Fra tidevandsflader i bl.a.
Irland** og Frankrig=i er det rapporteret, at
ikke-nedgravede hjertemuslinger har en
sterre pravalens af neoplasii-celler end
nedgravede hjertemuslinger. Det fremgér
endvidere, at forekomsten af neoplasi-celler
udviser tidsmeessig variation, s& man kan
ikke pd grundlag af nazrverende under-
sogelse udelukke, at det ikke ogsd fore-
kommer i Limfjordspopulationer.

Arsager til dissimineret neoplasi hos
muslinger i almindelighed og hos hjerte-
muslinger i szrdeleshed er ikke afklaret.
Nogle undersegelse har vist, at fx
frekvensen af sandmuslinger med dissi-
mineret neoplasi er korreleret med forskel-
lige miljefremmede stoffer (olieforurening,
PCB/PAH). I litteraturen er der nogen
variation i beskrivelsen af neoplasi-celler, og



der kan veere forskellige fenomener
impliceret i de forskellige symptomer pa
sadanne atypiske haemolymfecellerxxii,

Blandt de undersggte faktorer til forklaring
af overfladeaktivitet hos hjertemuslinger,
ser det ud til, at andelen af gydemodne
hunner, iser har betydning. Den gruppe var
i sardeleshed overrepraesenteret blandt
ikke-nedgravede hjertemuslinger ved prove-
tagningen i juni. Selvom antallet af
underspgte individer i juni er forholdsvis
beskedent, er resultatet dog tydeligt. Det
kan naturligvis ikke udelukkes, at der netop
omkring prevetagningstidspunktet i juni har
veeret lave iltspendinger eller andre forhold
som is®r hunner med modne &g har
responderet pd, og at noget tilsvarende vil
kunne veere sket for @gbzrende hunner
ogsa pd tidspunkter, hvor de ikke er tet pa
gydning. En nzrmere analyse af dette mi
afvente data for f.eks. iltindhold i bund-
vandet i undersggelsesperioden.

Sé vidt vides, er en sddan overfladesggende
adfeerd hos gydemodne hunner ikke
beskrevet tidligere. Umiddelbart kunne en
sddan adfeerd tenkes induceret af lave
iltspeendinger eller andre suboptimale for-
hold, idet det ma vurderes som risikabel
adfeerd for en hjertemusling, der derved
eksponeres for potentielle konsumenter, og
som derfor kun realiseres, nir overlevelsen
er pa spil. Agbzrende hunner kunne
teenkes at have en hgjere metabolismerate
end hanner, og derfor respondere ander-
ledes pa et lavt iltindhold end hanner.
Alternativt kunne forklaringen vare, at
gspredning i forbindelse med gydning hos
sublittorale hjertemuslinger bedre sikres,
ndr muslinger kommer op til overfladen.
Det ma erkendes, at disse forklaringer er
spekulative og ber underkastes en ngjere
undersagelse.

De tre underspgte forhold: parasitter,
gydemodenhed og neoplasi vil alle i
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princippet kunne give anledning til at
hjertemuslinger ikke er nedgravede, og der
foreligger observationer, der verificerer
dette. Imidlertid er de nedgravede og ikke-
nedgravede hjertemuslinger fra august og
september 2012 ikke forskellige fra
hinanden mht. parasitbelastning, kons-
forhold og neoplasi, hvorfor disse faktorer
ikke synes at kunne forklare overflade-
aktiviteten pd netop disse tidspunkter. Da
der ikke umiddelbart er observeret andre
forskelle mellem de nedgravede og ikke-
nedgravede individer fra august og septem-
ber 2012 ma konklusionen vare, at
populationen af ikke-nedgravede pa de
angivne tidspunkter er et helt tilfeeldigt
udsnit af populationen af de nedgravede
hjertemuslinger.

Da der ikke pa indeveerende tidspunkt
forligger data, der viser den tidsmaessige
variation i antallet af ikke-nedgravede i
forhold til nedgravede hjertemuslinger, er
det uklart om prevetagningerne i august og
november er interessante i forhold til
frekvensen af overfladeaktive. Baseret pa de
supplerende prover af hjertemuslinger fra
juni vil prognosen fra nzrverende under-
sogelse veere, at iser i en periode omkring
gydetidspunktet kan forventes mange ikke-
nedgravede hjertemuslinger, da det ser ud
til, at de gydemodne hunner da vil vaere
eksponerede. I det omfang lave
iltspzendinger er en medvirkende faktor til
at muslinger kravler op pd sediment-
overfladen vil forekomsten af ikke-nedgra-
vede hjertemuslinger have en mere episo-
disk end periodisk karakter.



4. Materialer og metoder

Dansk Skaldyrcenter, Nykebing Mors (Carsten
Formsgaard Nielsen) har foretaget kvantitative
indsamlinger af nedgravede og ikke-nedgravede
hjertemuslinger pé stationer ved
Sallingsundbroen og enkelte andre steder i
Limfjorden pa forskellige tidspunkter i 2012.
Hjertemuslinger indsamlet i november 2012 er
modtaget levende ultimo november, og muslin-
ger indsamlet 17. august 2012 er modtaget i
frossen tilstand 19.01.2013. Endvidere er der i
n@rverende undersegelse inddraget frosne mus-
linger fra andre tidspunkter i 2012 til supple-
rende analyser. Her er det kun procedurer i
forbindelse med laboratorieanalyserne af hjerte-
muslingerne, der beskrives.

Hjertemuslinger fra november indsamlingen har
i perioden fra modtagelse og indtil under-
spgelsestidspunktet for den enkelte musling
veeret anbragt i akvarium ved ca. 6°C og 29 psu
uden tilseetning af fade.

Proceduren ved behandling af hjertemus-
lingerne:

1. Udtagning af blodprave fra lukkemuskel hos
levende individer (ikke frosne hjertemus-
linger) til analyse af blodceller.

2. Muslingekadet skrabes ud af skallerne. Der
er udtaget ca. 5 mm tykke vaevsprgver af
indvoldssaekken af 50 hjertemuslinger fra
bdde august og november indsamlingerne.
Fra augustmuslinger er endvidere taget
vaevspraver af gelle og kappen. Efterfalgende
er disse snit preepareret med henblik pa en
histologisk analyse (konservering, indsteb-
ning, veevssnitning, montering og farvning).

3. Resten af muslingen anbringes i et kompres-
sorium (to rektangulere glasplader der
skrues sammen om muslingekedet) med hen-
blik pd screening for makroparasitter og
gonader under stereomikroskop.

4. Alle undersegte hjertemuslinger er blevet
opmalt (lengde i mm) og lengden ved for-
skellige arringe er malt. Arringene har i flere
tilfeelde veeret vanskelige at afgraense pgra
forstyrrelsesringe.
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Analyse af blodeeller & diagnosticering af
atypiske blodceller.

Der er anvendt to metoder til observation af
blodceller: 1) Cytocentrifugering af blodprever
og efterfalgende farvning og iagttagelse i mikro-
skop og 2) screening af histologiske praeparater i
mikroskop. Observation i mikroskop er typisk
foretaget ved 400 til 1000 x forsterrelse (Zeiss
Axioscope).

Ad 1 Hemolymfeprever er udtaget fra én af
lukkemusklerne (primaert bageste men i enkelte
tilfelde er forreste lukkemuskel anvendt) ved at
trekke skaldelene lidt fra hinanden og opsuge
haemolymfe med en 1 ml injektionssprejte
forsynet med en nél (27 'gauge’). Hemolymfen
er herefter fortyndet i forholdet 1:2 med koldt (5
°C) Alsever’s antiaggregant oplesning, og der er
foretaget cytocentrifugering af vaesken (1050
RPM i 5 min, svarende til 92 x g, 5 min) ned pa
et objektglas. Praparatet er efterfolgende farvet
med Hemacolor kit og forseglet med EUKITT.
Der er foretaget stikproveopmalinger af
blodcellerne under mikroskop (400 — 1000 x
forsterrelse — ca. 100 celler pr undersegt mus-
ling)., Praparaterne er desuden screenet for
cellestorrelse og form. Tilsvarende metode er
anvendt af Le Grand et al. (2010) , Diaz et al.
(2010) og Diaz et al. (2011).

Ad 2 Alle undersegte muslinger er screenet pi
basis af vavssnit farvet med haematoxylin og
eosin (se procedure for behandling af vaevssnit)
for observation af cellestorrelse og form af
spredte blodceller i vavet. Neoplasiceller er
generelt kendetegnet ved at de er sterre end
normale heemolymfeceller (diameteren er 2-4
gange storre). Desuden har sddanne celler store
cellekerner (nucleus) der indebzrer en stor
nucleus / cytoplasma-ratio og ofte ses cellerne i
en celledelingsfase (‘mitotic figures’)diii, Der er
generelt beskrevet 4 stadier™dv: i) forekomst af et
lille antal neoplasi-celler evt. samlet i enkelte
omrader; ii) neoplasi-celler er begyndt at
infiltrere bindeveev; iii) neoplasi-celler har
infiltreret bindevav og er til stede i heemolymfe
ansamlinger ('sinuses’); iv) neoplasi-celler er til
stede i stort tal i hele organismen.

I nerverende underspgelse er lagt vaegt pi
cellestorrelser, idet den eksplicitte forventning



har veeret at neoplasii-celler er vaesentlig storre
end flertallet af hjertemuslingens blodceller. Er
dette kombineret med en forholdsvis stor
cellekerne i forhold til cytoplasma vil cellen blive
karakteriseret som en neoplasii-celle. Infiltration
af veev med atypiske celletyper er ogsi et
diagnostisk trek, der kan afdaekkes ved scree-
ning af histologiske snit. P4 figur 2d i Grand et al
(2010) ses det segebillede, der i n®rvaerende
underspgelse er anvendt i forbindelse med
afsegningen af veevsprever for neoplasi-celler.
Der er imidlertid rapporteret om neoplasi-celler
som ikke i storrelse adskiller sig fra normale
celler, men alene vil kunne detekteres pé basis af
en mere omfattende og nuanceret screenings-
teknik end anvendt her.

Det mi erkendes, at der er nogen usikkerhed
ved ovennzvnte fremgangsmide ikke mindst
hvis det drejer sig om erkendelse af tidlige
stadier, hvor der ikke er synlig veevsinfiltration.
Men pé den anden side er der na&ppe tvivl om, at
muslinger med veludviklet dissemineret-
neoplasii vil blive detekteret med den her
anvendte metodik.

Identifikation af ken og gonadestadier pd basis
af histologiske snit

Veaevspreover er behandlet i henhold til
standardprocedurer for histologiske snit. Det
udtagne vav fra hjertemuslinger er fikseret i
Davidsons vaeske [1 del pglycerin, 1 del
iseddikesyre, 2 dele 37% formaldehyd, 3 dele
ethanol og 3 dele isotonisk NaCl (20-30 0/00)].
Herefter er vavsstykkerne fert gennem en
alkoholserie af stigende stigende styrke indtil
99.9% med henblik pd  dehydrering.
Efterfolgende er vavet tilsat Technovit 7100 og
overfort til sma kamre under
sterkningsprocessen og behandlet i henhold til
forskrifterne for Technovit,

Der er lavet 3 um tynde snit med en roterende
mikrotom (HM 355S) pidmonteret en tungsten
carbid kniv (d = 16 cm). Snittene er herefter
monteret pd objekiglas, farvet med Mayer
haematoxylin og forseglet med eukit.

Histologiske snit fra alle hjertemuslinger er
observeret under mikroskop (Axioscope) for at
identificere individernes ken og gonadernes
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modenhedsstadiexv, I samme proces er fore-
taget observationer af blodceller samt makro-
parasitter.

Parasitologisk analyse

Vav fra hjertemuslinger er sammenpresset
mellem to glasplader, der kan spandes (kompre-
ssorium der bl.a. anvendes pid slagterier i
forbindelse med screening for cyster o.l.).
Gennem systematisk afsegning af veevet er
metazoer registreret, identificeret og evi. optalt
(dog ikke praktisk muligt for Monorchis parvus
larvestadier, der typisk velter ud af inficerede
individer). Oversigt over makroparasitter i
europaiske bestande af hjertemuslinger findes i
Montaudouin et al. (2009).
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5. Figurtavler

Tavle 1. Vev fra Almindelig hjertemusling - Cerastoderma edule - (indsamlet ved Sallingsundbroen)
der er presset i et kompressorium (to glasplader der spendes sammen) og iagttaget ved forskellige
forsterrelser i stereolup (a—i). De resterende (j-1) er isolerede parasitstadier fotograferet gennem et
sammensat mikroskop. (a), (b) & (c): ikke-parasiterede individer med gonadevev omkring mave-tarm
kanal; (d): parasiterede individer med Monorchis larvestadier, der har elimineret gonadevav; (e-i):
Monorchis sporocyster med metacercarier associeret med for-skelligt vaev og frigjort i forbindelse med
sammenpresning af veev; (j-1) Monorchis-sporocyster med metacercarier. [fotograferede individer - a:
E47, b: N4o, c: N5, d: N32, e: N39, f, g & h: Eo7; i: E29; j — 1: Eo7; E: eksponeret; N: nedgravet].
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Tavle 2. Kommensaler i hjertemuslinger fra st. 11. @verste foto t.v. ses en fladorm
(Paravortex cardii), der er udbredt i hjertemuslingens tarmsystem. Den reproducerer sig i
muslingen — t.h. ses et adult individ med afkom (bemeerk sma sorte gjepletter). Forneden
t.v. ses en copepod (Hermannella rostrata), der typisk forekommer i hjertemuslingens
geller. Til hajre et individ med ®gsek. . [E: ikke-nedgravet, N: nedgravet; tallet angiver
individnummer].
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Tavle 3. Eksempler pa tathed af Monorchis larver i C. edule veaev fra st. 11. Sporocyster
markeret med tyk pil og metacercarier med tynd pil pd N37. Pil ved E136 viser et snit af
tarmen. Baseret pd histologiske snit af ind-voldsszkken og efterfolgende farvning af
praparatet. [E: ikke-nedgravet, N: nedgravet; tallet angiver individ-nummer].
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Tavle 4. Histologisk snit af gonader med ®g fra hjertemuslinger indsamlet pa
st. 11 i november 2012. Alle gonader er her under genopbygning efter sommerens
gydning. PA3 snittene ses ikke-udviklede =gceller sammen med mere eller
veludviklede zgceller. Nederst (g) ses et makroskopisk foto af en gonade
(mélestok 2000 pm) fra individ N59. P4 figur h ses et histologisk snit fra samme
individ (dog et lettere beskadiget vavsstykke). Mileenheden er 50 pm bortset fra
N59, hvor den er 2000 um. [E: ikke-nedgravet, N: nedgravet; tallet angiver
individnummer].
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Tavle 5. Histologiske snit af gonader fra hjertemuslinger indsamlet pé st. 11 i 2012.
Figur a-e er hanlige gonader fra hjertemuslinger indsamlet november 2012, derer i et
fremskreden gametogenese stadium, mens figur f-h re-preesenterer udifferentierede
gonader fra august 2012 i en post-gydnings fase, hvor kennet ikke kan identificeres.
[E: ikke-nedgravet, N: nedgravet; tallet angiver individ nummer; stadiebetegnelse
fra Martines-Castro & Vazquez, 2012].
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Tavle 6. Eksempler pd celler fra forskellige individer af hjertemuslinger (E: ikke-

pler p b4 \]
nedgravede; N: nedgravede). Preparater er fremstillet pi basis af cytocentrifugering af

hamolymfe prover udtaget fra lukkemuskler. Klumper pa nogle af praeparaterne skyldes, at
ikke alle celler er blevet effektivt dispergeret. Maleenheden er 20 pm.
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7. Noter

[Jargensen BB (1980)

I Blanchet H et al (2003)

1t Desclaux C et al (2002)

") Le Grand F et al (2010; i) Morgan E et al (2012)

¥ Identifikation af Monorchis parvus i n@rverende undersggelse
er i fgrste omgang foretaget pd basis af morfologiske trazk ved
larvestadierne. Disse er senest beskrevet af Bartoli et al (2000) pa
basis af hjertemuslinger fra Aveiro i Portugal. For at verificere
artsbestemmelsen er der foretaget en analyse af ITS1-sekvensen
af ribosomal DNA fra individuelle larvestadier isoleret fra
sporocyster i C. edufe fra Sallingsundpopulationen, En sekvens pa
539 nucleotidpar er blevet sammenlignet med rapporterede
sekvenser baseret pd M. parvus larver fra hjertemuslinger fra
Aveiro, Portugal (Bartoli et al, 2000). Den sammenligning viser
overbevisende identitet mellem Sallingsundsekvensen og
Aveirosekvensen, idet der kun er en enkelt nucleotid-substitution,
og det konkluderes, at C.edule i Limfjorden er inficeret med M.
parvus. . Det adulte stadium af M. parvus er beskrevet fra
Diplodus annularis (Sorthalet havrude) indsamlet i den kystnare
zone ved den franske Middelhavskyst og ligeledes identificeret
v.hj.a. ITS1-nucleotid sekvensen af ribosomal DNA (Bartoli et al,
2000). Da C. edule ikke ér udbredt | Middelhavet m3 infektionen af
D. annularis komme fra brakvandshjertemuslingen (C. glaucum),
der da ogsa er rapporteret som veert for M. parvus (Bartoli et al,
2000). DNA undersggelsen pd Monorchis-larverne er udfgrt af
stud. scient. Kasper Lind Andersen {bachelorprojekt).
*! Longshaw M, Malham SK {2013)
vii -do-
“ Jonsson PR, André C (1992) [KT) tilfgjelse: Cercario
cerastodermae omtalt i Jonsson & André (1992) er senere blevet
identificeret som en tidligere beskrevet ikte Monorchis parvus i
Bartoli et al (2000})]
™ Jonsson PR, André C (1992).
*-do-
" Det er et punkt, vi vil forsgge at fa yderligere dokumentation for
ved at undersgge flere hjertemuslinger fra august 2012 (p3 lager i
frossen tilstand). Ved svagt udviklede gonader er det afggrende,
hvor preecist et histologisk snit udtages for at individet kan
k@nsbestemmes. Til verifikation af gonadeudviklingen i
hjertemuslinger fra august, vil der derfor blive spgt udtaget flere
snit fra indvoldssazkken til en histologisk undersggelse.
*'i) Morgan et al (2012); ii) Le Grand et al (2010)
i) Wootton et al (2003); ii) Russell-Pinto et al {1994)
¥ Sunilla (1991) cit i Barber (2004)
™ Barber {2004)
™ wootton et al {2003}
™ Wootton EC, Dyrynda EA & Ratcliffe NA (2003)
il

-do-
“ wootton et al {2003)
o Maorgan et al (2012)
1 | & Grand et al (2010)
! | ongshaw & Malham (2013); Barber (2004)

il

Barber BJ (2004)
= _do-
" Martinez-Castro & Vazquez E {2012)

wiii
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