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Sammanfattning
Under sommarhalvaret 2007 genomfordes ett studium av paddors utveckling under paverkan
av Ostrogen. Olika studier har visat att dstrogen kan paverka konsutvecklingen hos ett antal

olika organismer.

Syftet med detta studium var att reda pa hur paddor paverkas av 6strogen.
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1. Inledning

1.1 Val av imnesomrade

Av en hindelse stotte vi pa paddor i Kvdnum i april méanad. Efter detta upptécktes det att
paddor hade en pagaende parningssidsong vid badplatsen Oltorp ca en km utanfor samhallet
Kvinum. Paddorna fanns i massor och ibland var det néstan oundvikligt att trampa pa dessa.
Detta gav oss idén att arbeta med just paddor i vart projektarbete. Problemet var att vi inte
riktigt visste hur vi skulle handskas med dessa och vilka undersokningar vi skulle kunna
utfora. Sa i samband med en miljokunskapslektion kom vi fram till, tillsammans med var
handledare, att undersdka vilken paverkan ostrogen i form av p-piller har pa paddor, och
groddjur dverlag. Olika forskare har varnat for att alltfor mycket dstrogen sldpps ut olika
vatten dar det paverkar olika djur. Boken ’Blod, svett och tarar - En ilsken bok om 6strogen”
ar en intressant och skraimmande ldsning om dstrogenets anvindning och verkan.

Efter detta sammanstilldes en projektplan (se bilaga 1.) Och projektet drog igang.

1.2 Vanlig padda (Bufo bufo)

Den vanliga paddan ir ett groddjur som ocksa &r fridlyst men pa grund av att den dr vanlig far
dgg samlas in av den och av vanlig groda och anviéndas for studium av utvecklingen av
groddjur forutsatt att ynglen eller de sma paddorna slédpps tillbaka i sin miljo.

Den vanliga paddan férekommer i storsta delen av landet forutom fjéllen och foredrar inte
direkt nagot terrangomrade framfor ett annat. Den 4r inte lika vattenkriavande som grodan
men behover fuktiga omraden.

Den forflyttar sig inte riktigt pa samma sétt som grodan eftersom den har desto kortare
bakben och ir tyngre. Sa istéllet for det hoppande sittet springer de fram och kanske tar nagra
hopp emellanat.

Den vanliga paddan éter frimst larver och insekter som vuxen men som yngel giller alger och
vixter. Honan blir maximalt 150 mm lang och hanen 80 mm lang. En padda kan bli upp till
40 ar gammal. Nir det dr dags for forokning soker paddorna sig tillbaka till det vatten dér de
foddes. Efter 4ggldggning tar det 8-12 dygn innan dggen klécks. Till skillnad fran grodor
laggs dggen i langa geléstringar.

Honan kan skiljas fran hannen frimst genom storleken (mer @n dubbelt sa stor) och en grovre
knottrig hud. Se framsida.

1.3 Ostrogen

”Ostrogen #r en grupp steroidhormoner, som mest betraktas som ett kvinnligt konshormon.
Ostrogen finns i kroppen hos béde kvinnor och miin, men i avsevirt hogre halter hos kvinnor.
Under puberteten dr 6strogenet viktigt for att utveckla kvinnliga sekundira konskarakteristika
hos kvinnan, sasom brost. Hos konsmogna kvinnor dr dstrogenet ett av flera viktiga hormoner
i menscykeln, och har bland annat betydelse for hur endometriet, slemhinnan pa insidan av
livmodern, blir tjockare for att kunna ta emot ett befruktat igg. Ostrogen #r ocksa viktigt for
benstommen och centrala nervsystemet, och det skyddar mot hjértinfarkt vilket forklarar
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varfor kvinnor inte ir lika drabbade av denna sjukdom som mén, men ocksa varfor storsta
delen av kvinnors skydd mot hjirtinfarkt forefaller forsvinna efter klimakteriet. Hos mén &r
Ostrogen viktigt for spermieproduktionen.” (Wikipedia)

Den moderna livsstilen har lett till att stora mingder av syntetiskt Ostrogen kommer ut i vatten
genom avloppsreningsverk, i form av rester fran p-piller och p-plaster men @ven andra &mnen
som till exempel Ostrogenliknande bekampningsmedel har effekter. Detta har lett till minskad
fertilitet hos hanfiskar i ndrheten av reningsverk, och dven till en hégre andel honor av
groddjur och liknande. Dubbelkonade fiskar ett annat fenomen som har orsakats av
Ostrogenutsldpp. Det har bland annat iakttagits vid Uppsala avloppsreningsverk men genom
foriandringar i den biologiska nedbrytningen har detta upphort. Ostrogen forekommer naturligt
i avloppsvatten och vanliga halter dr upp till nagra tiotal ng/L och tillfért av ménsklig
verksamhet i form av etinylostradiol i halter mellan 0,5 — 3 ng/L. Enligt Cecilia Berg vid
Uppsala Universitet ricker det med 18 ng per liter vatten for att grodor ska byta kén. Och vid
svenska reningsverk har det hittats hogre halter.

1.4 Syfte och fragestillningar
Syftet var i forsta hand att ta reda pa dstrogenets paverkan pa konsutvecklingen.
De fragestillningar som uppkom innan arbetets start var f6ljande;

Paverkas konsbestamningen vid tillforsel av dstrogen?

Hur ser man vilket kon paddan har?

Nir kan man se paddans kon?

Kan man rena avloppsvatten med aktivt kol och didrmed ta bort dstrogenet?
Kan paddor anpassa sig till en ny milj6 och dverleva?

1.5 Fragor som kom under arbetets gang

e Varfor var det sa stor skillnad pa paddorna efter forsoket?
e Far man lov att gora undersokningar med paddor?
e Varfor var det inte lika Iétt att arbeta med paddiagg som med grodiagg?

1.6 Kontakter med forskare och djurskyddsmyndigheten

For att fa svar pa vissa fragor om paddor och dess konsskillnader togs kontakt med professor
Claes Andrén vid Goteborgs Universitet. Han rekommenderade att innan forsoken borjar ska
lansstyrelsen kontaktas for tillstand. Det visade sig att det var djuskyddsmyndigheten i Skara
som kunde ge tillstand och efter ett antal kontakter med dem direkt och via var handledare
visade det sig att ett speciellt tillstand inte behovdes for var undersokning. Dels far djur
anvindas i undervisningen, dels far 4gg samlas in for studium av utvecklingen av vissa
groddjur vilket sker i manga skolor. Ett forsok dér djuret riskerar skador eller lidande av
experimentet maste dock bedomas av tillstandsgivande myndighet. Men eftersom det inte kan
antas att uppvéxten till honor istéllet for till hannar &r ett lidande sa behovdes inget tillstand
for undersokningen blev det muntliga beskedet fran djurskyddsmyndigheten genom var
handledare.



2. Utforande

2.1 Insamling av paddiagg

Platsen som dir d4ggen samlades in &r en liten badplats i utkanten av Kvdnum. Platsen kan
beskrivas som en liten, konstgjord, rektanguldr damm pa inte mer dn 10 * 15 m, med starkt
sluttande kanter, omgiven av mestadels gris, men pa en av kortsidorna finns det en liten
’sandstrand”. P4 en av langsidorna fanns det otroligt mycket dgg, stora miangder av
gelékedjor ldngs den grisbetédckta kanten och dven runt omkring en brygga. Vi kan inte riktigt
sdga exakt hur manga dgg per hona det var men mycket mojligt upp emot 5000 dgg/hona.

Padddggen som var som langa gelékedjor, samlades helt enkelt i bitar av gelékedjor i en
bunke tillsammans med lite vaxtlighet fran dammen, sasom alger och gris fran sluttningen.

2.2 Forvaring av 4gg

Paddiggen forvarades gemensamt i en stor balja pa ca 0,75 * 0,35 m. Dir tillsattes sand,
delvis fran ursprungsplatsen men dven fran en niarbeligen damm, vixter fran
ursprungsplatsen, och vatten fran dammen som padddggen kom ifran. Efter ett tag kom vi
fram till att byte av vatten dagligen skulle medfora stora bensinkostnader och det skulle bli
alldeles for tidskriavande, sa pH mittes i ursprungsdammen och i en nédrbeldgen damm, det
visade sig att pH-virdet 1ag pa samma niva. Sa vatten dérifran anvéndes istillet i
fortséttningen. Vi forsokte hélla temperaturen sa stabil som mojligt, helst pd samma niva som
i ursprungsdammen.

Sjédlva undersokningen och dstrogentillférseln skulle inte borja forridn dggen hade utvecklats
till yngel, men sa langt kom aldrig processen, dggen utvecklades aldrig.

2.3 Insamling av paddyngel

Eftersom inga framsteg skedde med padddggen under ndstan en manad, trots att de sag friska
ut och inte luktade daligt, beslutade vi oss for att atervéinda till platsen och se om nagon
utveckling hade skett dir. Denna gang foljde dven var handledare med for att observera
platsen. Det vi upptickte var att alla dggen hade klédckts, men vid ndrmare observationer
syntes sma yngel som mestadels lag pa botten vid kanten av dammen. Det som tydligt
maérktes direkt var hur mycket mindre antalet yngel var till skillnad fran antalet dgg som fanns
hér vid sista besoket. Men hur som helst sa hade vi med oss ca 50 paddyngel nir vi atervinde
till skolan.

2.4 Forsok med paddyngel
Det bestamdes att Helena skulle forvara ynglen hemma hos sig eftersom hon bor pa en gard

och har bittre mojlighet att ta hand om dem pa ett lampligt sdtt med exempelvis en
motsvarande damm i nérheten.



Ynglen delades upp i fyra baljor pa ca 0,75 * 0,35 m med 7 yngel i varje. Med andra ord kom
28 paddyngel till bruk och resten slidpptes ut i dammen (efter att ha sett att miljon var
densamma som i dammen i Kvinum kunde vi med sédkerhet sldppa ut dem déir och veta att de
skulle dverleva). Vatten byttes delvis varje dag. Ingen extra mat tillférdes. Med jdmna
mellanrum tillférdes nya véxter. Ph mittes varje dag.

2.5 Forsoksordningen

e Baljanr 1: I denna balja anvidndes ynglen som kontrollyngel. Inget tillsattes eller

togs bort.

e Balja nr 2: Hiér tillsattes % p-piller i1 pulveriserad form. Denna procedur upprepades
dagligen.

e Balja nr 3: Har tillsattes %2 p-piller i pulveriserad form, dven detta upprepades
dagligen.

e Balja nr 4: Hér tillsattes avloppsreningsvatten som filtrerades med hjélp av aktivt
kol. Aktivt kol anvinds vid rening av akvarievatten for fiskar, groddjur och reptiler.

2.6 Det dagliga arbetet

Malet var att ge dem en miljo som skulle vara sa likt som mojligt deras ordinarie miljo. I och
med detta stod baljorna mestadels utomhus. Baljorna var tickta med ett tunt nit sa att inte
ynglen skulle bli uppitna av andra djur sasom faglar. De flyttades fran solen till skugga
beroende pa temperaturen. Efter ett par dagar, da det regnade vildigt kraftigt gjordes ett litet
hal i samtliga baljor sa att vattennivan inte skulle dverstiga en viss given gréns for att
paddynglen inte skulle kunna smita ut. Ibland regnade det mycket och eftersom regnvattnet
var surare 4n dammvattnet flyttades baljorna in i en ladugard. Eftersom deras miljo skulle
efterlikna en sa naturlig miljo som mojligt sa gavs det ingen mat, den enda maten de fick var
det som de iter ute i naturen nér de dr sma, nimligen alger, vixter och bakterier. Nir de blir
dldre dter de dven insekter och larver. Under forsokets gang uppticktes det att extrem viarme
gjorde att ynglen blev dasiga darfor var det viktigt att flytta paddorna in i skuggan. pH i
baljorna varierade mellan 6,5 och 7,6. Inget tydde pa att denna variation hade nagon
betydelse.

2.7 Dokumenteringen

Dokumentering av resultaten gjordes dagligen dels i form av en loggbok och dels i fotografisk
form.

2.8 Berikningen av ostrogenhalten i baljorna

En tablett p-piller innehaller 30 mikrogram etinyldstrogen. Volym vatten i baljorna var ca 10
liter. Ostrogen tillsattes varje dag och en stor del av vattnet byttes varje dag.

I balja tva dir % p-piller tillsattes var dstrogenhalten ca 0,75%10°g/L.

I balja tre dir ¥4 p-piller tillsattes var strogenhalten ca 1,5%10°g/L



Ligsta virde dir paverkan upptiicks ir enligt Cecilia Berg ir 0,02%10°g/L. Detta giller
grodor. Vi antar att det ocksa kan gilla paddor. I balja tva var det da ca 40 ggr hogre halt och i
balja tre var det ca 75 ggr hogre halt.

3. Resultat

3.1 Aggen

Samtliga dgg som samlades in utvecklades inte. De hade ingen dalig lukt vilket betyder att de
inte ruttnade. Anledningen till att de inte kicktes dr okédnd. Vi foljde de instruktioner som
fanns i skrifter och bocker av experter inom omradet. Det var ingen svar skotsel och eftersom
grodrom ofta anviands pa lag- och mellanstadier sa antogs det att det inte skulle vara nagra
storre problem med paddrom. Sa det kan mojligtvis vara att padddgg ar svarare att foda upp
an grodidgg. Fast nagon sadan information har inte hittats.

Vattnet byttes dagligen och hade samma pH-virde som vattnet frin deras damm. Aggen fanns
i baljorna fran 25/4 till 22/5.

3.2 Forsokstid yngel

Den 23 maj himtades paddyngel. Forsoket med ynglen holl pa fran och med 24/5 2007, da de
forsta p-pillren tillsattes till och med fredag 17/8 2007 da slutdokumenteringen gjordes, efter
detta holls paddorna i baljorna ytterligare nagra dagar for att se vad som hénde. Forst rymde
en och ldangre fram rymde de flesta och nér vi tisdagen den 4 september tomde ut allt vattnet
ur alla baljorna fanns endast en padda kvar som vi sldppte ivig
3.3 Iakttagelser under forsoket

e 24 maj: forsoket borjar med tillforsel av p-piller 1 vattnet.

e 28 maj: forsoket med renat avloppsvatten borjar i balja fyra.

* 29 maj: endast ett levande paddyngel i baljan med avloppsvatten. Det slidpptes ut 1
dammen

® 12 juni: en viss storleksskillnad iakttogs mellan paddorna 1 balja tre, med tillforsel av
mest Ostrogen och balja ett och tva. Efter tre veckor tycks verkan av dstrogen forst
synas. Detta redan innan svansarna forsvunnit.

e 2/7:svans borta

e 8 juli: storlekskillnad borjar synas mellan olika paddor i balja tva

e 12 juli: tydlig skillnad mellan paddorna i balja tva men en viss skillnad mellan
paddorna #dven i balja ett. I balja tre &r alla jamnstora och storre dn i balja ett och tva.

e 17 juli: iakttar paddor i omgivningen vilka dr lika stora som paddorna i balja ett och
tva men mindre &n i balja tre vilka fick hoga doser av dstrogen.
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e 26 juli: Storleksskillnaden dr nu markant.

e 3 augusti: blir alltmer 6vertygade om att skillnaderna i storlek dverrensstimmer med
konsskillnaderna.

® 4 augusti: en oberoende person iakttar paddorna, kommer till samma slutsats som vi
nér det giller storleksforhallandet.

e 10 augusti: tydlig skillnad mellan grodorna i balja ett, kontrollgruppen. I balja tva ir
det betydligt fler som ér storre @n i balja ett. I balja tre endast stora paddor.

e 17 augusti: Slutresultatet fardigt. Behandlingen med 0strogen upphor.

3.4 Slutresultatet betriffande konsfordelningen

e Baljanr 1: fyra honor och tre hanar, honorna var tydligt storre &n hanarna.

e Dbalja nr 2: dér Y4 p-piller tillsattes utvecklades sex honor och en hane. Honorna var
tydligt storre @n hanarna.

e Balja nr 3: dér Y2 p-piller tillsattes blev alla honor och dessa var mycket storre dn de
andra paddorna.

e [ den baljan didr avloppsrenigsvatten och aktivt kol tillsattes, alltsa balja nr 4, var
resultatet foljande; samtliga paddyngel utvecklades inte.

4. Diskussion

4.1 Aggen

Aggen utvecklades inte trots att de skottes enligt instruktionerna. Mojligtvis att de blev tagna i
for mycket och vattnet byttes for ofta.

4.2 Ynglen

Ynglen utvecklades pa samma sitt som i naturen. Paddorna som vixte upp ute i naturen pa
platsen dir ynglen samlades in férekom i olika storlekar liksom i balja ett och tva. De paddor
som fatt stor médngd med Ostrogen var storre dn motsvarande paddor i naturen.

Maste dven ndmnas att det fanns mycket gott om paddor runt dammen och dven i samhéllet
Kviénum, dér de sma paddorna ganska ofta kordes over.

4.3 Kommentarer till resultatet

Konsbestdmningen byggde framst pa storleksskillnaderna vilka var véldigt tydliga. Jamfor
med bilden av en hona och en hane (forsta sidan). De resultat som vi kom fram till delades
med utomstaende observatorer. Tillvixten av paddorna dokumenterades noggrant fotografiskt
men den dator dir de flesta bilderna forvarades kraschade och dessa bilder har inte, trots hjélp
fran mycket kunnig expertis, kunnats aterskapas. De storleksskillnader som vi sag dr noggrant
dokumenterade i var loggbok vilket &r en praxis att f6lja da ett projektarbete genomfors.

9



5. Slutsats

Miingden ostrogen i vattnet under paddornas uppvixt paverkar helt klart
konsutvecklingen.

Vid extremt hoga halter av 6strogen blir det endast honor som dessutom &r extra stora.

Paddiigg ir svarare att hantera i konstgjord miljo #n grodigg sa att de utvecklas till
paddor.

6. Aterstaende fragor

Eftersom arbetet maste var klart vecka 50 har inte alla fragor som uppstatt som en foljd av
arbetet kunnat besvaras. Normalt ska ett projektarbete som detta vara klart i april 2008.

Aterstaende fragor:
Varfor blev de honor som fick mycket dstrogen extra stora?
Finns det en 6vre grins for hur mycket ostrogen groddjur tal?

Varfor dog sex yngel i vattnet fran reningsverket, vatten som hade filtrerats med aktivt
kol?

Ar det méjligt att upptiicka ostrogener i vatten kring Arktis?

6.1 Varfor blev de grodor som fick extra tillsats av dstrogen extra stora?

Det har hela tiden varit kint att Ostrogen &r en steroid som d@ndrar hormonomséttningen 1
kroppen och hos alla ryggradslosa djur. Men vi har inte kunnat ge ett konkret svar till varfor
de blev extra stora dels for att inga tidigare studier har gjorts med paddor. Efter att ha skrivit
mail till dstrogenforskare har vi fortfarande inte fatt nagra svar pa varfor extra tillsats av
ostrogen paverkar storleken successivt. Nagra allménna resultat av hur strogen paverkar
kroppen kanske forklarar varfor paddorna blev storre.
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e Pojkar som dr sena in i puberteten kan behandlas med tillsats av 6strogen eller
testosteron detta bidrar till en STH - frisittning (tillvixthormon). Sa alltsa kan dven
Ostrogen frisitta STH hos pojkar.

e Under graviditeten blir livmodern storre, detta beror frimst pa dstrogenets verkan.
Det som hinder ér att muskelcellantalet 6kar likasa muskelcellmassan. Den normala
vikten dr 60 g och under graviditet kan den viga sa mycket som 1200 g alltsa 20 ggr
storre. Andra saker som hénder under graviditeten dr att livmoderns blodflode okar,
dven detta pa grund av Ostrogen. Venerna kan alltsa bli upp till 60 ggr storre under
graviditeten.

e Ostrogen paverkar broststorleken, d& dstrogenhalten 6kar till exempel under
graviditet, blir brostvdavnaderna storre.

e Manga kvinnor/tjejer sdger att de blir “’storre” nér de konsumerar p-piller. Detta beror
dock inte pa att p-pillren i sig dr anledningen till viktokningen men diremot till en
hungerokning.

e Ostrogen ges #ven till kvinnor i klimakteriet som paverkar benvivnad positivt, en
bieffekt av detta ir att ospecificerade celler vixer i tumorvivnader.

e Grisembryon som fick tillsatser av Ostrogen vixte bittre.

6.2 Varfor dog sex yngel i avloppsreningsvattnet, vattnet som hade blivit renat av aktivt
kol?

Anledning till detta tror sig vara dels att filtreringen inte gick till pa helt ritt sitt eftersom det
filtrerade vattnet var av en morkare nyans dn vad som &r vanligt. Men den storsta anledningen
ar att det aktiva kolet stod under manga ar i ett skap med manga andra kemikalier. Det aktiva
kolet har troligtvis dragit at sig andra kemikalierna. Tidigare forsok som har gjorts med
samma aktiva kol och da har halten av nitrat okat efter rening. Nytt aktivt kol fungerar inte pa
detta sétt.

6.3 Téavlingen

Efter att ha skickat ivdg projektplanen till tdvlingen glomde vi nistan av att vi hade anmilt
oss. Lite da och da undrade vi nér vinnaren skulle fa reda pa det. Fast a andra sidan kindes
som att vi inte riktigt behovde bli oroliga eftersom vi énda inte skulle vinna. Men efter nagra
veckor far jag ett samtal av Helena som var fullkomligt i extas trots att hon forsokte dolja det.
Jag forstod att nagot hade hént. Vi hade vunnit. Samtidigt ringer Rutger i den andra telefonen
och gratulerar. Vi var sa glada och framfor allt chockade. Det som vi var mest oroliga for i
borjan var resan till Jukkasjarvi. Tank att vi skulle fa traffa Kungen. Det kéndes som att det
rickte med det, det var en stor upplevelse i sig. Men inte nog med det, i sommar bir det av till
Nordpolen. Vi ser fram emot att fa se den vackra naturen och kanske ett eller annat intressant
djur. Men dven forskarnas arbete ute till havs ska bli intressant att ta del av. Detta kommer bli
ett riktigt minne for livet for oss bada.
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Projektplan

Bakgrund

Vi har valt biologi men en viss inriktning i kemi for att det intresserar oss bada tva och vi kinner att vi
kan halla ambitionen uppe genom hela arbetet.

Det vi ska studera dr grodornas utveckling med tillsats av hormoner. Det Iét intressant och vickte
manga fragor.

Syfte, mal och problemformulering

Fragan vi har stillt oss dr ifall paddor under olika stadier av utveckling kan paverkas av tillsats av
hormon (6strogen). Varan hypotes ér att vi kan paverka konsbestimningen.

Varat projekt kan ge bidrag till forskningen pa sa sitt att om det skulle uppsta en risk for utrotning av
paddor, speciellt honor skulle varat projekt kunna anvéndas till att fler honor kan fédas och
populationen kan fortsétta.

Val av metod

Metoden vi anvinder oss av dr att fanga in paddrom, tillsétta 6strogen i form av pulveriserade p-piller
vid olika stadier av utvecklingen. Vi ska dven forsoka ta reda pa ifall vatten fran reningsverk dér p-
piller anvéndare har ldmnat sin urin kan paverka paddorna. Om sa fallet forsoka rena detta vatten
m.h.a aktivt kol. Aven experimentera hur paddorna paverkas av olika temperaturer och ljus.
Fordelarna skulle vara ifall varat projekt lyckades #r att vi kunde rena vatten fran ostrogen genom
aktivt kol. Nackdelar &r att paddorna kan fa biverkningar som till exempel sterilitet, missbildningar
eller rent av dod.

Val och insamlande av information och material

Det vi behover veta for att na varat mal ar uppfodning av paddor samt information om &strogenets
effekter. Material som vi behover dr ndgonstans ddr paddorna kan vixa upp, vatten fran platsen dir
paddrommen ursprungligen kommer ifran, vatten fran reningsverk, preparat till rening av
avloppsvatten, p-piller, foda till paddorna dven stenar och dylikt for att fullborda paddornas miljo.
Informationen fas genom egna naturvetenskapliga undersokningar, samt bocker.

Arbets- och tidsplan

Detta arbete beriiknas ta hela ldséaret. De praktiska undersokningarna kommer dga rum under
sommaren-07 och sjdlv rapportskrivningen ht-07 — vt-08.

Inldsning: v 16

Paddromm sinsamling: ca v 17

Leta fram p-piller: v 17

Experiment med grodyngel: sa linge som dessa utvecklas d.v.s. ca 2 veckor v18-19
Loggboksforning: genom hela arbetet

Skrivning av rapport: ht-07 och vt-08

Form for presentation

Varat arbete kommer att framféras i form av en rapport och en loggbok dir allt vi gor och funderar
over skrivs ner.
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