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Sammanfattning

Ett flertal fiskarter i Ostersjon uppvisar idag en 6kande hélsoproblematik. Huruvida exponering for
naturligt producerade, toxiska substanser fran alger och bakterier r kopplad till forsdmrad fiskhilsa
ar oklart. Denna syntes har som syfte att verka som en dversikt av algtoxiner som kan vara av sirskilt
intresse for paverkan pa hilsa hos fisk i Ostersjon. Vidare undersoks eventuella kopplingar mellan
data fran den nationella miljoovervakningen som kan indikera forekomst och utbredning av
algtoxiner samt eventuell paverkan pa fiskhilsa.

I Ostersjon #r det framforallt fintridiga alger och cyanobakterier som producerar toxiska
substanser vilkas forekomst dokumenterats i fisk och exponering kan forvéntas leda till allvarliga
effekter. De grupper av toxin som inkluderas i denna syntes &r halogenerade organiska foreningar,
cyanotoxiner, ichthytoxin, okadasyra och saixotoxin.

Tillgdng péd data gillande algtoxiner, insamlat inom den nationella miljédvervakningen, ar
generellt sett lag. Befintliga tidsserier saknar kontinuitet. Forskningsméssigt ar diaremot
kunskapsliaget hogre vilket medger goda mdjligheter till att identifiera kunskapsluckor och behov
inom miljodvervakningen. Brist pd data begriansar dock mdjligheten att genomfora analyser av
tidsserier for att etablera eventuella samband mellan fiskhélsovariabler och halter av algtoxiner eller
forekomst/produktion av sddana. Trots detta identifieras i denna syntes en samvariation mellan
halter av bromerade algtoxin OH-PBDE47/68 och fiskhdlsovariabler som indikerar paverkan pa
fiskarnas kondition och immunforsvar.

Sasongsvariation géllande forekomst och intensitet av algtoxiner &r en forsvarande omstandighet
som paverkar mdjligheterna till att anvénda biologiskt material som samlas inom ramen for 16pande
nationell miljégiftsovervakning.

For retrospektiva analyser av algtoxiner har abborre fran Kviddoéfjaden insamlade inom den
integrerade kustfiskovervakningen identifierats som en limplig matris. Eftersom dessa fiskar
analyseras for hidlsoparametrar finns goda forutséttningar for individuella analyser av algtoxiner.
Abborre dr dessutom sarskilt lamplig for analys av algtoxiner eftersom den exponeras for substanser
fran kustlevande fintradiga alger savil som cyanobakterier och andra mikroalger. Stromming &r pa
grund av sitt pelagiala levnadssdtt med begrdnsad exponering i kombination med sen
insamlingsperiod inom miljéovervakningen, ej en ldmplig matris for undersokning av exponering
och effekter av de algtoxiner som inkluderats i denna undersokning.



Summary

In the Baltic Sea, several fish species display signs of deteriorating health. In this report, algal toxins
of special interest to fish health in the Baltic Sea area are compiled. Data from the national
monitoring programs of fish health along with parameters reflecting possible exposure to algal
toxins are examined. The overall aim is to evaluate if biological samples from previous sampling
can be used for the study of potential associations between algal toxins and fish health.

Generally, data on algal toxins within the national monitoring programs are scarce and lack
continuity. Seasonal variations regarding occurrence and intensity of the emissions of algal toxins
hamper the potential use of biological material collected within national monitoring programs for
analyses of algal toxins. Despite this, fish biomarkers indicating alterations in condition and the
immune defense system, demonstrate significant associations with brominated compounds, OH-
PBDE47/68. For future retrospective analysis of algal toxins, perch collected from Kvidofjarden
was identified as a suitable matrix
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1. Bakgrund och uppdragsbeskrivning

Ett flertal fiskarter i Ostersjon uppvisar idag en hilsoproblematik som &r kopplad
till avmagring samt paverkan pa reproduktion och immunfoérsvar. Huruvida
exponering for naturligt producerade, toxiska substanser fran alger och bakterier &r
kopplad den forsdmrade fiskhdlsan dr oklart. Denna syntes har som dvergripande
syfte att verka som en Oversikt av algtoxiner som kan vara av sdrskilt intresse for
paverkan pa fisk i Ostersjon. Vidare undersoks eventuella kopplingar mellan data
fran den nationella miljodvervakningen som kan indikera forekomst och utbredning
av algtoxiner samt eventuell paverkan pa fiskhilsa. Tillsammans med andra
syntesrapporter med fokus pa Ostersjdlaxens hilsa (Asker 2019) samt tiaminbrist i
Ostersjdomrédet (under sammanstillning, Hylander m.fl. 2020), har denna syntes
som ambition att hdja kunskapsliget gillande fiskhilsa i Ostersjon och gynna ett
Okat samarbete kring fragor som kopplar till detta. Resultat fran syntesen kan
anvindas som underlag for satsningar inom miljodvervakning, forskning och dvrig
datainsamling.

1.1. Uppdrag

Syntesen har som Overgripande syfte att verka som en Oversikt for naturligt
producerade toxiner som kan vara av intresse for de fiskhélsorelaterade problemen
som observerats i Ostersjon. Syntesen skall ocksi undersdka eventuella kopplingar
mellan dessa toxiner och tidsserier frdn den nationella miljoovervakningen av
fiskhélsa.

Uppdraget har omfattat:

1. En kunskapssammanstéllning dver algtoxiner, forekomst och biologiska
effekter, avgrinsad till Ostersjon och dess organismer. Arter och
substanser dér det finns mer omfattande kunskap har prioriteras.

2. Attutreda om data som genererats inom, eller kopplat till, det nationella
overvakningsprogrammet for miljégifter i marin biota, kan anvéndas for
att bedoma om algtoxiner okat i koncentration over tid.



3. Att undersdka om material som finns lagrat i Miljoprovbanken vid
Naturhistoriska riksmuseet kan anvéndas for att svara pa hur halterna i

miljon sett ut de &r som man observerat paverkan av algtoxiner pd
fiskhilsa.

4. En sammanstdllning 6ver data som kopplar till algtoxiner, produktion,
utbredning eller intensitet, som finns tillgdnglig 1 nationella databaser (till
exempel SMHI:s SHARK samt algrapportarkivet).

5. En enklare utvirdering av fiskhélsodata kopplat till variationer av
algtoxiner 6ver tid (befintliga tidsserier).



2. Kunskapssammanstallning, algtoxiner i
Ostersjon

Ostersjon  tillférs  miljofarliga #dmnen med antropogent ursprung via
avrinningsomraden, marina aktiviteter och luftburet nedfall. Miljon exponeras dven
for substanser som produceras naturligt av akvatiska organismer, s& som alger och
cyanobakterier, dinoflagellater, marina svampar med flera. Trots de senaste arens
minskade mingder av tillfort kvive och fosfor, lider nistan hela Ostersjon
fortfarande av dvergddning, och till foljd av detta syrefattiga bottnar (Elmgren m.
fl. 2015, HELCOM 2018). Flera studier visar pa en utbredd forekomst av naturligt
producerade toxiner frin arter som gynnas av overgddningen i Ostersjon, som
cyanobakterier (blagrona alger) och fintradiga alger (Hallfors m. fl. 1984, Kahru m.
fl. 1994).

Kunskapsldget géillande forekomst och effekter av naturligt producerade toxiner i
Ostersjon #r generellt sett lagt. Dokumenterade studier domineras av toxiska
substanser fran framforallt alger och cyanobakterier dir halter och effekter pa fisk
har undersokts. I denna syntes anvénds dérfor begreppet “algtoxiner” istéllet for en
bredare term som “naturligt producerade miljofarliga &mnen” eller biotoxiner.

Att toxiner fran alger i Ostersjon kan orsaka forgiftningssituationer som involverar
doda boskapsdjur, hundar, fisk och sjofigel har rapporterats sedan artionden (for en
sammanstéllning, se Karjalainen m. fl. (2005)). Det som rapporterats mest &r
effekter fran exponering av toxiner fran cyanobakterier, dar en utbredd paverkan pa
den marina miljon ofta dokumenterats med kausala samband. Férutom sadana
patagliga negativa effekter kan forekomst och exponering for algtoxiner spela en
viktig roll for hilsan hos Ostersjons djurliv.

Ett flertal studier visar pa en koppling mellan reproduktionsframgéng hos fisk och
exponering for algtoxiner. I Stockholms skérgérd har dodlighet hos strommingségg
kopplats till utsondringar fran fintradiga brunalger i samband med lekperioden
(Aneer 1987). Paverkan av epifytiska brunalger pd dverlevnad hos strommingsigg
har undersokts genom att studera skillnader i utveckling av dgg pa algsubstrat
jamfort med kontroll. En signifikant hogre dodlighet observerades hos de dgg som
utvecklades pé fintrddiga brunalgen, Pilayella littoralis jamfort med de som
utvecklades pa fintrddiga gronalgen, Ulva intestinalis (von Nordheim m. fl. 2020).
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Ar 1999 kopplades en plétslig spiggddd (Gasterosteus sp.) i Finska viken till en
kraftig blomning av cyanobakterien Nodularia spumigena dar hoga halter av
nodularin i spigg (Gasterosteus sp.) uppmiittes, 35-170 pug kg! (Kankaanpii m. fl.
2001). Plotslig fiskdod i1 sydvéstra Finland 1979 observerades i samband med
blomning av dinoflagellaten, Gonyaulax excavata (White 1980).

Inom det nationella miljodvervakningsprogrammet, Integrerad
kustfiskdvervakning, uppvisar flera hdlsomarkorer hos abborre (Perca fluvialis)
och tanglake (Zoarces viviparus) en gradvis forsamring (Figur 1, Mustamédki m. fl.
(2019)). Overvakningen inkluderar drygt 20 sa kallade biomarkérer som beskriver
exponering av miljdgifter och effekter av miljdgifter eller annan stress. I Ostersjon
ingér lokaler i sddra egentliga Ostersjon (Torhamn), norra egentliga Ostersjon
(Kvédofjarden) och Bottenviken (Holmon). For samtliga lokaler visar tidsserier
over biomarkorer (2002-2014) pé en langvarig fordndring och tydlig paverkan pa
fiskarnas hélsa. Tecken pa oxidativ stress, inducerat avgiftningssystem, paverkan
pa immunforsvar och &mnesomsittning, dr nagra av de biomarkorer som sticker ut.
En nyligen genomf6rd studie av genuttryck hos abborre som samlats inom ramen
for miljodvervakning har visat pd en koppling mellan genuttryck som funktion av
immunforsvar och oxidativ stress, till exponering for naturligt producerade
bromerade indoler och carbazoler (Hanson m. fl. 2020).

- Kalcium | bladet hos abbaorre 20 Lymiocyler hos linglake
14 FRE:
8. § 1.2 . 1,6
5 E"G * A ¥ :;
=n L
%9 Z 08 g T ' %c-gm :
g3 EOBlt . © £y 08
2 E g4 [ 2 0,6
§ ; z 0.4
1 02 # 0.2
a 2 0 (1 | = —————
1900 1995 2000 2005 2010 2014 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2000 2005 200 2014
Redativ gonadsiorek hos knsmogna Koncentrationen av kalcium | blodplasma Lymifacyler, en typ av vita blodceliar |
abborhonos vid Holmidn, hos abborthonor | Kvadd§irden. bledat hos tinglakehonor undersdkta pd
héstan | Fiallbacka.
12mmmmh«;mm & 1 blodet hos
g 7
210 6
T ] § ------
.2 =5
B 6 E_q :
2, g3
? 2 32
& 1
Se
2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 1585 2000 2005 2010 2014
Aktitetan av gutationredubias i kevern Halten av glukos | blodet hos abborr- hio Wit e angpe 15 el ordckoreirtuncall Don
hos abbormonor vid Holmdn, honor | KvAotiiirdan. ”"’"“I"""’;’ B e
signiicant trond

Figur 1.Biomarkérer, som speglar fysiologiska funktioner, har anvdnts sedan 1988 inom
kustfiskovervakningen for att spara forekomst och hdlsoeffekter av giftiga dmnen i miljon.
Undersékningarna, som gors pd abborre och tinglake i utvalda referensomraden, ger en tidig
signal om miljépdverkan innan effekter syns pa populationsniva. Figurer hdmtade fran Larsson m.

1. (2016).



En koppling mellan forsdmrad fiskhélsa och naturligt producerade substanser har
aven pavisats for skrubbskiddda (Platichthys flesus) insamlad frdén Hanobukten.
Under de senaste aren har rapporter om problem hos kustlevande fisk, sjofagel samt
forekomsten av brunt illaluktande vatten uppmérksammats i Handbukten.
Undersokningar av miljon i Handbukten visar pa forekomst av episodiska
fordndringar av  fiskens hilsotillstind  indikerat av, pdverkan pa
kolhydratmetabolism, syretransport och blodbildning samt paverkan pa
immunforsvar (Olsson m. fl. 2018). I en uppfoljande undersdkning av
skrubbskéddda insamlad fran vistra Hanobukten under 2018, kunde effektmarkorer
for fiskhilsa relateras till halter av bromerade fenoldra substanser samt deras
metylerade analoger (anisoler). Dessa substanser samvarierade med flera
hélsomarkdrer kopplade till leverfunktion och avgiftning, péverkan pa
immunforsvar, blodstatus, reproduktion och jonbalans. Aven halter av nodularin
samvarierade med antalet lymfocyter vilket indikerar en paverkan pa
immunforsvaret. (Dahlgren m. fl. 2019).

Havsvandrande Ostersjolax #r ytterligare en art dir en forsimrad hilsostatus
uppmirksammats de senaste &ren. Ar 2019 skrevs en rapport med fokus att
sammanstélla kunskapslidget géllande laxdddlighet och relaterade parametrar
(Asker 2019). Utgdngspunkten var att jamfora ett antal tidslinjer med varandra for
att visa pa eventuella samband mellan laxdédlighet och andra parametrar samt hitta
eventuella geografiska och/eller periodiska mdnster. Slutsatsen var att situationen
for laxen i Ostersjon 4r mycket allvarlig, och att orsakerna formodligen ir
multifaktoriella kopplade till 6vergddning, flodet av tiamin och astaxanthin genom
ndringsvaven, miljogifter, fodotillgang, parasiter for att ndmna nagra. Ett stort antal
halogenerade fenoldra &mnen (brominerade och/eller klorinerade), daribland OH-
PBDEs och MeO-PBDEs med naturligt ursprung har dokumenterats hos lax
(Asplund m. fl. 1997, Marsh m. fl. 2004), men nagra omfattande studier av samband
med laxhélsoproblematiken genomfordes inte.

Bestdnd av torsk (Gadus morhua) i Ostersjon uppvisar délig status och
utvecklingen paverkas av en rad faktorer, sia som fiske, syrebrist,
klimatfordndringar, predatorer, parasiter, bottenpaverkan av tralning, forlust av
uppvaxtmiljoer, fodobrist, tiaminbrist och giftiga &mnen (Bryhn m. fl. 2020). De
enstaka studier som undersokt halter av algtoxiner i torsk visar pd forhdjda halter
av bromfenoler (e.g. 6-OHBDE 47, Roszko m. fl. (2015)) samt relativt l4ga halter
av nodularin (Sipid m. fl. 2001).
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2.1. Mer vanligt forekommande grupper av algtoxiner i
Ostersjon

De flesta substanser som produceras naturligt av alger, cyanobakterier,
vaxtplankton, marina svampar med flera kan anses som ofarliga. Vissa kan dock
vara skadliga vid exponering, samt ha en toxisk paverkan pa ménniskor och djur.
Halter av algtoxiner i den akvatiska fodovdven styrs av ett flertal faktorer, sd som
artforekomst, tidpunkt och intensitet av skadliga algblomningar, faktorer som styr
slutdestination samt inlagring/friséttning av toxinerna (exempelvis sedimentation,
nedbrytning och bortspolning). Fodovévar kan vara mer eller mindre exponerade
for algtoxiner beroende pa om de exponeras direkt eller indirekt via vattenmiljon, 1
néra anslutning till producenter eller fran storre avstand.

Alger och bakterier har forméigan att syntetisera ett stort antal substanser av vilka
endast ett fatal ar identifierade i1 dagsldget. For dn farre substanser finns kunskap
om deras ekotoxikologiska verkan. Substanser som = forekommer i
blandningar/kombinationer kan samverka med varandra och mdojliga biologiska
effekter vid exponering kan vara mycket svara att forutse. I den fintradiga rodalgen,
Ceramium tenuicorne insamlad sommartid i Ostersjon kan man, beroende pa
analysmetod och fraktionering, identifiera ett flertal bromerade substanser i olika
fraktioner didr dmnena i den de vattenlosliga substanserna (polédr fraktion)
forekommer 1 hogre halter (Figur 2).
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Figur 2. Kromatogram fran GC masspektrometer visar dekreterade bromidjoner. Beroende pd
analysmetod och fraktionering av bromerade substanser kan flera dmnesgrupper detekteras fran
utsondringar av Ceramium tenuicorne insamlat sommartid i Ostersjon. A) fenol fraktion, B)
vattenldsliga substanser, poldr fraktion, C) neutral fraktion. (Kromatogram inkluderas som bidrag
fran Dennis Lindqgvist, icke tidigare publicerat).

11



Traditionellt delas naturligt producerade toxiner upp i1 grupper utifran toxisk
verkan, som exempel hepatoxiner (gifter frdn cyanobakterier som péverkar levern)
eller musselforgiftande alger som kan orsaka magsjuka hos manniskor. En saddan
uppdelning fungerar sdmre for substanser vars struktur och ekotoxikologiska
verkan liknar klassiska miljogifter som bromerade flamskyddsmedel och dioxiner.
I den hér syntesen har vi valt att presentera grupper av algtoxiner efter kemisk
struktur (halogenerade bromerade foreningar, cyanotoxiner och Ichthyotoxin)
tillsammans med den stdrre gruppen musselforgiftande alger, dér toxisk verkan styr
gruppindelningen (Tabell 1).

2.1.1. Halogenerade organiska foreningar

Formagan hos marina organismer att producera organiska, halogenerade foreningar
har varit kdnd i 6ver 40 ar. Arter med denna egenskap har identifierats inom marina
bakterier (Schizophyta), blagrona alger (Cyanophyta), gronalger (Chlorophyta),
rodalger (Rhodophyta), brunalger (Phaeophyceae) samt flera klasser av marina
evertebrater som svampar (Porifera), mollusker (Mollusca), ndsseldjur (Cnidaria)
och maskar (Annelida). Halogenider (till exempel klorid, jodid och bromid) finns
tillgidngligt 1 havsvatten. Bortsett frdn jodderivat av tyrosin, dr de flesta
halogenerade substanser i alger brom- och klorfoéreningar av olika slag och kan
utgdéra upp till 9 % av torrsubstansen i en alg. Flera tusentals halogenerade
organiska foreningar har isolerats, de flesta inom divisionen rédalger, Rhodophyta.

Hydroxylerade polybromerade difenyletrar (OH-PBDE), kan bildas som
metaboliter fran industriella utslapp av polybromerade difenyletrar (PBDE), men
produceras dven naturligt av marina organismer. Beroende pa placeringen av

hydroxylgruppen, kan man generellt skilja mellan naturligt och antropogent bildade
OH-PBDEs (Lofstrand 2011). OH-PBDEs bestar av tva fenylringar sammanbundna
av en eterbrygga med en hydroxylgrupp i ortho, meta, eller para position och en
till nio bromsubstituenter (Figur 3).

o

» Gpmm
== =p
Brx/ Bn‘_,/\/J

Figur 3. Generell struktur for bromfenoler och OH-PBDEs. Figur hdmtad fran Lindqvist avhandling
2016.
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Tabell 1. Grupperat efter kemisk struktur (halogenerade bromerade foreningar, cyanotoxiner och
Ichthyotoxin) samt gruppen musselforgifiande alger dir toxisk verkan styr gruppindelning.

Grupp av toxin

Toxin

Ackumuleras i

Symptom

Halogenerade
organiska

foreningar

Polybromerade
bromfenoler och
OH-PBDEs

Hela fédovaven

Hormonstorare, stér den oxidativa
fosforyleringen, cytotoxisk-,
genotoxisk- och neurotoxisk
verkan, utvecklingsstdrningar hos

fiskyngel.

Polybromerade

dioxiner

Hela fédovaven

Binder till Ah-receptorn och
orsakar dioxinlika effekter.
Mortalitet, avmagring,
immunotoxicitet och
fortplantningsstdrningar samt

inducering av enzymatisk aktivitet.

Cyanotoxiner

Mikrocystiner

Hela fédovaven

Orsakar leverskador (hepatotoxin),
celldod (apoptos), stor forforylering
av proteiner, cancerogen,
utvecklingsstorningar hos

fiskyngel.

Nodulariner

Hela fédovéaven

Orsakar leverskador (hepatotoxin)

samt neurotoxiskt

B-methylamino-
L-alanin
(BMAA)

Hela fodovéaven

Neurodegenerativa sjukdomar,
beteendefordndringar och
muskelkramper, himmar

enzymatisk aktivitet.

Ichthyotoxin

Ex. prymnesium

Fisk

Forstor roda blodkroppar
(hemolysin) och kan via fordndrad
gilpermeabilitet paverka
jonbalansen och inhibera
respirationen hos fisk. Dodlig for

fisk men inte ménniska.

Musselforgiftande

alger

Okadasyra

Skaldjur och
fisk

Diarrégifter, som okadasyra, orsaka
apoptos, tumdrbildning, cytotoxisk
verkan. Kan paverka regleringen av

glykogen syntes

Saixotoxin

Skaldjur och
fisk

Blockerar transport av
nervimpulser och kan vara dodligt

via andningssvikt.
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OH-PBDEs har toxiska egenskaper som innefattar hormonstdrande egenskaper
(som tyroxin, vilket paverkar basalmetabolismen) (Meerts m. fl. 2001), storare av
den oxidativa fosforyleringen (van Boxtel m. fl. 2008), samt cytotoxisk- (An m. fl.
2011), genotoxisk- (Jim. fl. 2011) och neurotoxisk verkan (Dingemans m. 1. 2008).
Vidare har kongenen 6-OH-PBDE47, rapporterats orsaka deformationer hos fisk
(Usenko m. fl. 2012). Hoga halter kan vara akuttoxiskt men dven vid l4ga halter
leder exponering till ett underskott av tillgénglig energi och avmagring (Legradi m.
fl. 2014). 1 Ostersjén uppvisar halter av bromfenoler OH-PBDEs stor
sdsongsvariation med halter som fluktuerar i blamussla (Mytilus edulis) (Lofstrand
m. fl. 2011) och C. tenuicorne med flera tiopotenser inom ndgra fa veckor under
sommarsdsongen (Figur 4). De hogsta halterna observeras i mitten av juli, vilket
indikerar att produktionen dr kopplad till utvecklingsstadier hos algen, eller
paverkan av yttre miljofaktorer (Dahlgren m. fl. 2015).

Polybromerade fenoler (BPs) kan ha ett antropogent sdvél som naturligt ursprung
(Gribble  2009). Amnena har toxiska egenskaper som innefattar

reproduktionsstorningar (Haldén m. fl. 2010) och missbildningar samt negativ
paverkan pa tillvixt och overlevnad (Deng m. fl. 2010). Generell struktur for
polybromerade fenoler visas i Figur 4.

OH-PBDEs och BPs éterfinns i alla delar av Ostersjéns niringsviv, i
cyanobakterier och alger (Malmvéirn m. fl. 2005a, Malmvarn m. fl. 2005b,
Malmvarn m. fl. 2008), kriftdjur (Dahlgren m. fl. 2016), musslor (Lofstrand m. fl.
2011), fisk (Lofstrand m. fl. 2011), sélar (Routti m. fl. 2009, Lindqvist och Asplund
2019) och faglar (Nordlof m. 1. 2012).

Retrospektiva tidstrender i strdmming visar att halter av 2,4,6-bromophenol, 6-OH-
PBDE47 och 2’-OH-PBDE68 har o6kat mellan aren 1980 — 2009 vid
Angskirsklubb, Landsort och Utlingan (Figur 5, Faxneld m. fl. 2014).

=@=C._ tenuicorne (2011) —@=—C. tenuicorne (2013)
—e—Gammarus spp. (2013) -—e—Stickleback (2013)
Perch (2013) =#&=Blue mussels (2008)
35 Y r 65
\ \
: \ N OH
28 |
j=d f
% \J
521 E 6 “-\.\ 9
w
udlld I
§ 5 / =3
(o]
8 Bry 4

(=]

Time (from May 28 to October 8)

Figur 4. T.v. Sdsongsvariation av OH-PBDEs i blamussla och en ndringsvdv frdan Stockholms
skdrgard, insamlat mellan 2008 och 2013. Halter anges som nmol/kg vdtvikt. Figuren dr himtad
fran Lindqvist (2016). T. h. Generell struktur for polybromerade fenoler. Figur hdmtad fran
Lindgvist avhandling 2016.
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Figur 5. Retrospektiva tidstrender av a) 2,4,6-bromophenol, b) 6-OH-BDE47 och c) 2’-OH-BDE68

i stromming lever mellan dren 1980 — 2009 vid Angskdirsklubb, Landsort och Utlingan. Grafer
hdmtade fran Faxneld m. fl. 2014.

Polybromerade dibenso-p-dioxiner och dibenso furaner (PBDD/Fs)

Polybromerade dibenso-p-dioxiner och polybromerade dibensofuraner (PBDD/Fs)
har bade antropogena och naturliga kéllor. Dessa substanser produceras bl.a. som
en biprodukt vid tillverkningen och under forbranning av bromerade
flamskyddsmedel varfor man rdknar atmosfarisk deposition som en viktig kélla till
Ostersjon (World Health Organization 1998). Dock finns det dven ett flertal studier
som visar att det sannolikt finns en naturlig produktion i Ostersjén ocks4 fran bland
annat cyanobakterier, alger och akvatiska svampar (t.ex. Malmvarn m. fl. 2008,
Unger m. fl. 2009). Malmvédrn m. fl. (2008) kunde pavisa att bade insamlade
cyanobakterier bestdende av frimst Aphanizomenon flos-aquae och rodalgen
Ceramium tenuicorne inneholl lagbromerade dioxiner och furaner (tri- till
pentaBDD/F). Att dessa prover dominerades av tva triBDDs och hade avsaknad av
flertal andra kongener som kan bildas vid forbranning av flamskyddsmedel tyder
pa att det finns en naturlig produktion av lagbromerade dioxiner i alger fran
Ostersjon. Det primira kongenmdénstret skiljer sig ocksé da algerna innehdll frimst

triBDDs medan det dr fridmst tetra-penta PBDDs som bildas vid forbrdnning av
flamskyddsmedel (Buser 1986).
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Den toxiska mekanismen for PBDD/Fs pdminner om den for motsvarande
polyklorerade dibenso-p-dioxiner (PCDD/Fs), och likt dessa binder &ven PBDD/Fs
till Ah-receptorn (aryl hydrocarbon receptor) (Behnisch m. fl. 2003) med effekter
sd som mortalitet, avmagring, immunotoxicitet och fortplantningsstérningar samt
inducering av enzymatisk aktivitet (Ethoxyresorufin-O-deethylase, EROD)
(D'silva m. fl. 2004). D4 bade affiniteten (formégan att koppla samman) till Ah
receptorn och potentialen att inducera Ah hydroxylas kan variera mellan olika
bromerade och klorerade kongener utan tydliga monster (Birnbaum m. fl. 2003)
skiljer sig toxiciteten at beroende pd den aktuella kongenen.

I jamforelse med sina klorerade motsvarigheter PCDD/Fs verkar dock inte
PBDD/Fs vara lika persistenta. Dels forekommer sannolikt en viss mikrobiell
debromering i organismer genom tarmflora (Haglund 2010), medan lagbromerade
dioxiner med nérliggande vdten dven kan metaboliseras genom cytokrom P450-
enzymatiska system med fas I epoxidering och utsondring via fas II metabolism
(Klaassen 2001). I miljon forekommer sannolikt dven mikrobiell nedbrytning i
sediment och via fotolys (Haglund 2010).

I en studie av Haglund m. fl. (2010) diar PBDDs analyserats 1 abborre insamlad 1
egentliga Ostersjopn mellan 1990 till 2005 hade YPBDD en betydande
mellanarsvariation, vilket indikerar en viss nedbrytbarhet for olika kongener
alternativt en skillnad i produktion (Figur 6). For den marina toppredatorn, vikare
(Pusa hispida), ser man inte heller en tydlig trend av ) PBDD/Fs utan snarare stor
variation mellan ar (Bjurlid m. fl. 2018). Da didggdjur generellt har ett vil utvecklat
cytokrom P450 system (Ade m. fl. 1984) och dirmed kan antas metabolisera
naturligt producerade ldgbromerade dioxiner kan denna variation tolkas som
skillnader i den arliga produktionen. Det finns dven sdsongsvariation inom &ret for
denna substansgrupp, i1 en studie ddr blamussla samlats in mellan maj-oktober vid
Asko under 2008 syntes 6kande halter fram till juni (saknas data for juli) for att
sedan minska i prover insamlade i augusti och oktober (Lofstrand m. fl. 2011).

Det finns fa studier ddr man tittat pa fodovavar, men utifran befintliga data tyder
lite pd att PBDD/Fs med fa brom (ex. triBDD) skulle ackumulera i fodovaven. |
Karin Lofstrands avhandling (Lofstrand 2011) aterfinns tva mindre fodovévsstudier
dir man studerat trofisk &verforing av PBDD/Fs i Ostersjon (cyanobakterier,
Ostersjomussla, bldmussla, abborre och skrubbskiidda) som jimfordes med prover
frdn Nya Zeeland (mussla, ostron och fisk). Bdda studierna visar att halter dr hogst
vid ligst trofiniva d.v.s. i cyanobakterier fran Ostersjon och for filtreraren pa Nya
Zeeland. Det skall dock tilldggas att vid en exponering for mer hogbromerade
kongener finns risk for bioackumulation i niringsviven, dock saknas idag beldgg
for en sadan betydande naturlig produktion.
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Den grundldggande kemiska strukturen (Figur 7) for PBDD/Fs ér tvé bensenringar
sammanhallna av tva syrebryggor och ett varierat antal brom atomer.
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Figur 6. Tidserier for koncentrationer (ng/g EOM) av Y PBDD (over) och Y MeO-PBDE (under) i
abborre fran Kvddofjdrden insamlad mellan 1990 till 2005. Grafer hdimtade fran Lofstrand (2011).
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Figur 7. Grundliggande kemisk struktur for polybromerade dibenso-p-dioxiner (PBDD).

2.1.2. Cyanotoxiner

Manga arter av cyanobakterier har formégan att bilda toxiner, som nodularin och
mikrocystin. I Ostersjon 4r det framforallt kattharsalgen (Nodularia spumigena)
som producerar stora mangder av giftet nodularin.

Mikrocystiner och nodulariner har liknande struktur och skiljer sig genom att
nodulariner innehaller fem aminosyror och mikrocystiner innehaller sju (Figur 8).

Toxinerna dr ringformiga peptider som kan variera strukturellt genom exempelvis
metylering eller demetylering (SLV 2017). Mikrocystiner och nodulariner har en
stor méngd analoger, idag dr cirka 100 varianter av mikrocystiner kéinda samt atta
nodulariner (Buratti m. fl. 2017).
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Figur 8. Kemisk struktur nodularin (t.v.), mikrocystin (t.h.). Figurer hdmtade fran SLV 2017.

Mikrocystiner och nodulariner dr sé kallade hepatotoxiner, har levern som forsta
malorgan och verkar genom att himma enzymaktiviteten, vilket kan paverka
levercellers morfologi och orsaka leverskador (Honkanen m. fl. 1991, Ding m. fl.
2000). Exponering for nodularin kan leda till neurotoxicitet (Lehtonen m. fl. 2003)
och hos zebrafiskembryos har nodularin visat sig orsaka oxidativ stress och
utvecklingsstorningar (Chen m. fl. 2020). Mikrocystiner kan orsaka celldod
(Fladmark m. fl. 1998) och stora fosforyleringen av proteiner (Persson m. fl. 2009)
samt kan ge upphov till carcinogena effekter (Chen m. fl. 2016) och paverka
fekunditeten (Su m. fl. 2016).

Nodularin 3terfinns i alla delar av Ostersjons fodoviv, sediment, mussla (Mytilus
edilus) (Mazur-Marzec m. fl. 2007), torsk (Gadus morhua)(Sipid m. fl. 2001),
spigg, (Gasterosteus aculeatus L.), stromming (Clupea harengus membras L.), lax
(Salmo salar L.) (Sipid m. fl. 2007) samt ejder (Somateria mollissima) (Sipid m. fl.
2008). I en undersokning av fodovavsinteraktioner utanfér Polens kust, aterfanns
hogst halter av mikrocystin i planktonitande fisk och filtrerande skaldjur och ldgre
halter 1 piscivorer, asdtare och bentiska omnivorer (Bukaveckas m. fl. 2017).

Halter av cyanotoxiner kan variera stort mellan omraden och over tid vilket &r
kopplat till intensitet och lokalisering av algblomning i kombination med en snabb
nedbrytning av substanserna. De sdsongsvariationer som dokumenterats for
produktion av nodularin férklaras med miljoforhallanden (Karjalainen m. fl. 2007).
Hogst halter av nodularin har observerats i forhallanden som gynnar tillvéxt hos
bakterierna (Repka m. fl. 2004).

B-methylamino-L-alanin (BMAA) produceras av primarproducenter i manga olika
ekosystem. BMAA édterfinns inom samtliga av de stora grupperna av
cyanobakterier (Jonasson m. fl. 2010), dinoflagellater (Lage m. fl. 2014) och
kiselalger (Jiang och Ilag 2014, Réveillon m. fl. 2016). Av de arter som &terfinns 1
Ostersjon, har foljande arter av kiselalger pavisats producera BMAA i kliniska

studier; Achnanthes sp., Navicula pelliculosa, Proboscia inermis, Skeletonema
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marinoi, , Thalassiosira sp., Ditylum brightwellii (Jiang och Ilag 2014, Lage m. fl.
2014) och Chaetoceros spp. (Tallberg och Heiskanen 1998).

O

HSC‘N/\)LOH
H

NH.
Figur 9. Kemisk struktur p-methylamino-L-alanin (BMAA)

BMAA ér en vattenloslig, poldr och icke-lipofil aminosyra (Figur 9). BMAA
missténks orsaka ldngsamt progressiv neurodegenerativa sjukdomar hos ménniskor
som till exempel ALS/PDC (McGeer och Steele 2011). I studier pa rattor har
BMAA visats interagera med glutamatreceptorer och orsaka beteendefordandringar
och muskelkramper (Matsuoka m. fl. 1993). Foérutom neurotoxicitet kan BMAA
dven agera toxiskt genom att hdmma enzymatisk aktivitet (Van Onselen och
Downing 2018) hos antioxidantenzymerna superoxid dismutas och gluthathione-
S- transferas (Esterhuizen-Londt m. fl. 2015).

I Ostersjon har BMAA detekterats i sttdmming (Clupea harengus), nors (Osmerus
eperlanus), piggvar (Psetta maxima), hornsimpa (Myoxocephalus quadricornis)
och sik, (Coregonus maraena). Inga halter har detekterats i lax (Sa/mo salar), 6ring
(Salmo trutta) eller gos (Sander lucioperca). Halter av BMAA i Ostersjon speglar
temporala variationer ddr hogre koncentrationer BMAA patréffas i juli (Jonasson
m. fl. 2010).

2.1.3. Ichthyotoxin

Ichthyotoxin (Ichthyo=fisk) kan produceras av olika typer av alger varav flera arter
av Chrysochromulina och nagra arter av Prymnesium (Haptophyta) forekommer i
Ostersjon. Orsaken till produktionen tros for vissa arter vara allelopatisk, dvs. att
toxinet dr avsett att hindra andra algers tillvédxt eller/samt immobilisera byten i de
fall dér algerna ar mixotrofa (autotrofa och fagotrofa, exempelvis Prymnesium
parvum i Skovgaard och Hansen (2003)). Aven om dessa alger kan forekomma i
stora mingder nar de sdllan vad vi klassar som blomningar pa grund av deras
mindre cellstorlek. Genom att flertalet olika alger kan producera dessa toxiner &r
ocksa verkningsmekanismerna for toxinerna varierande.

Prymnesium parvum producerar bade toxiner (Prymnesin-1 och 2) som forstor
celler (bendmns ibland som hemolysin) och substanser som paverkar
permeabiliteten hos fiskarnas gélar vilket paverkar jonbalansen samt inducerar
slemproduktion i gélarna, vilket kan leda till syrebrist i blodet och tillslut att fisken

19



dor (Wasmund 2002). Fisk, men dven hela ekosystem kan storas, som vid den stora
blomningen av Chrysochromulina (Prymnesium) polylepis 1 Skagerrak och
Kattegat 1988 (Rosenberg och Lindahl 1988). Men arterna har ocksa forekommit i
mer lokala blomningar i t.ex. Stockholmstrakten med fiskddd som foljd i borjan pa
90-talet. Dodsorsaken tros dir ha varit syrebrist. Fiskdod som en konsekvens av
Dictyocha speculum forekom dven i vatten utanfor Danmark pa 80-talet (HELCOM
1996, p. 193). Man har dven utrett en indirekt koppling mellan ett utbrott av C.
polylepis i egentliga Ostersjon och en nedging i hiickande ejder mellan 2007 och
2008 da bldmusslan, ejderns framsta foda kan ha drabbats med indirekt effekt pa
ejderns reproduktionsframgéing detta ar (Larsson m. fl. 2014). Tidigare studier visar
att C. polylepis kan ha en negativ padverkan pa bldmusslan med effekter som
reducerat fodointag, férsenad och minskad reproduktionsframgang samt paverkad
juvenil utveckling (Granmo m. fl. 1988, Loo 1989).

Bland dinoflagellater finns ocksd Karlodinium spp. som producerar
ichthyotoxinerna karlotoxin 1 och 2 vilka har rapporterats orsaka fiskdod pd andra
hall i vérlden och dér effekter som slemproduktion bakom géllock, gélddem, och
allvarlig nekros av gilviivnad observerats (Deeds m. fl. 2002). Aven om dessa inte
4r kiinda for att blomma i Ostersjon sa kunde Karlodinium veneficum kopplas till
fiskdéd 1 Ersostrommen i finska viken 2015. Vattenprover visade da en brun
missfargning och med hjilp av mikroskopering och DNA teknik kunde man péavisa
ovanligt hdga koncentrationer (10 miljoner celler L) av K. veneficum (Finska
Miljoministeriet 2016).

2.1.4. Musselforgiftande alger

Musslor och andra filtrerande djur kan ansamla naturligt producerade toxiner utan
att sjilva ta skada, men kan orsaka flera olika former av sjukdomar hos méinniskor:
paralytic shellfish poisoning (PSP), amnesic shellfish poisoning (ASP), diarrheic
shellfish poisoning (DSP), ciguatera shellfish poisoning (CFP) samt azaspiracid
shellfish poisoning (AZP). Den hir typen av substanser kan produceras av
kiselalger, fdstalger, diatomeer och dinoflagellater (For en utforlig
sammanstdllning av producenter, utbredning och ekotoxikologiska effekter se
Luckas m. fl. (2005) samt Wasmund (2002). Arter fran dinoflagellatslikte, som
Dinophysis acuminata och D. norvegica, ir de vanligast forekommande i Ostersjon
(Kononen och Niemi 1986). Generellt dr kunskapsldget for dessa substanser i
Ostersjon relativt 1agt och endast DSP och PSP inkluderas i denna sammanstillning.

DSP-toxiner (Diarrhetic Shellfish Poisoning)

Dinoflagellater kan producera s.k. diarrégifter, som okadasyra (Figur 11), nigot
som framforallt anses vara ett problem vid human konsumtion av musslor vid
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Visterhavet (d& blamusslor i Ostersjon inte vixer till dtbar storlek). Okadasyra kan
orsaka celldod, apoptos (Bee m. fl. 1991), tumérbildning (Suganuma m. fl. 1988)
och har en dokumenterad cytotoxisk verkan (Fladmark m. fl. 1998). Exponering for
okadasyra kan @ven paverka regleringen av glykogen syntes (Svensson och Forlin
1998). Okadasyra kan foras vidare i naringskedjan och har dokumenterats i mussla
och skrubbskidda fran Ostersjon (Sipid m. fl. 2000).

PSP-toxiner (Paralytic Shellfish Poisoning)

Under senare ar har forekomst av dinoflagellat, Alexandrium ostenfeldii, kat 1
Ostersjon. A. ostenfeldii kan producera paralytic shellfish poisoning (PSPs, Figur
11), neurotoxin, dar forekomst av gonyautoxin och saxitoxin har bekréftats hos
populationer i Ostersjon (Kremp m. fl. 2009). PSP orsakas av saxitoxinernas
formaga att blockera transport av nervimpulser och kan vara dodligt via
andningssvikt. PSP toxiner aterfinns i flera delar av Ostersjons niringsviv, som
filtrerare, kriaftdjur och fisk med halter som varierar 6ver sommarsésongen (Setild
m. fl. 2014).

Figur 10. (till vinster) Struktur av DSP toxin. Figur himtad fran Hummert m. fl. (2000).
Figur 11. (till hoger) Struktur av PSP toxin. Figur himtad frdn Schantz 1986.
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Figur 12. T.v. Produktion av algtoxiner kan paverkas direkt genom situationer av miljébetingad
stress vilket kan inducera en syntes av substanserna hos primdrproducenter. Indirekt kan
produktionen pdverkas genom att skapa forutsdttningar for utbredning och artférekomst for
primdrproducenter. T.h. Da celler utsdtts for yttre stress, fran miljé eller antropogena substanser,
kan sekunddra metaboliter bildas i form av antioxidanter och algtoxiner. Dessa substanser kan i sin
tur inducera oxidativ stress i andra organismer, motverka ROS, eller ingd i en strategi for att
motverka skador av yttre stress.

2.2. Produktion av algtoxiner

Algtoxiner ar s kallade sekunddra metaboliter och dr inte en del av organismernas
primdra metabolism (normal tillvdxt, utveckling och reproduktion). Sekundira
metaboliter produceras inte under cellens hela livscykel, utan kan slas pa eller av
beroende pa cellens behov och kan ha en viktig funktion for interaktioner med andra
organismer. Variationer i vatten/miljo forhdllanden kan paverka produktion av
algtoxiner direkt genom att inducera en syntes av substanserna i producenten, saval
som indirekt, genom att skapa forutséttningar for utbredning och artférekomst for
primdrproducenter (Figur 12).

2.2.1. Oxidativ stress

Under normal metabolism ackumulerar primirproducenter reaktiva syreforeningar
(ROS) som biprodukter av cellens elektrontransport (eg. under fotosyntes och
cellandning) (Veljovic-Jovanovic 1998, Baroli och Niyogi 2000). Antioxidanter
fungerar som forsvarssystem genom att binda till ROS eller genom att oxidera ROS.
De kan ocksa binda till redox-cyklare (dmnen som skapar en cyklisk oxidation-
reduktions-reaktion genom att tappa och ateruppta elektroner). Nar miangden ROS
Okar i en cell mer 4n méngden antioxidanter, utsétts organismen for oxidativ stress
(Figur 12). 1 dessa situationer skadar ROS viktiga molekyler i cellen, sasom
proteiner, lipider och DNA (Finkel och Holbrook 2000). Produktionen av ROS ar
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generellt 14g 1 organismer som inte upplever stress, men jdmvikten mellan
produktion och nedbrytning av ROS kan storas vid olika former av miljobetingad
stress.

I samband med ROS och oxidativ stress bildas ett flertal sekundiara metaboliter,
vissa med funktion inom evolutionira anpassningar for att bibehalla organismens
fitness, yttre stress till trots. Bromerade fenoldra substanser har foreslagits ha en
funktion som forsvarsmekanism gentemot andra organismer genom att motverka
infektioner av mikroorganismer (Goodwin m. fl. 1997) och betesangrepp (Pedersen
m. fl. 1996), vara fordelaktigt vid konkurrens om utrymme, samt skydd mot
skadliga epifyter (Dworjanyn m. fl. 1999). Hos haptofyta, Prymnesium parvum
Okar halter av toxin som svar mot 6kade naringshalter (Granéli och Johansson 2003)
och dér ichtiotoxin foreslagits ha en allelopatisk verkan via helmolysin som 6kar
mojligheter till en fagocytisk livsstil (Skovgaard och Hansen 2003). Generellt
induceras produktion av ett flertal algtoxiner som svar mot miljorelaterad stress
(Figur 13) och forindrade nivder av salthalt, ljusinstralning och temperatur
(Lehtimaki m. fl. 1997, Abrahamsson m. fl. 2003, Ross m. fl. 2006, Shibata m. fl.
2006, Dahlgren m. fl. 2015).
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Figur 13. Halter av a) 2,4,6-TBP (pg/g vatvikt) mdtt i C. tenuicorne, exponerade for starkt solljus,
bete samt obehandlad kontroll, b) nodularin (g torrvikt)! mdtt i N. spumigea i olika nivier av
salthalt samt ¢) mikrocystin (ug [ torrvikt) *! frdan celler behandlade med UV strdlning. Figurer
himtade fran Dahlgren m. fl. 2015, Lehtimdki m. fl. 1997, Ross m. fl. 2006.
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2.2.2. Oxidativ fosforylering

Mitokondrien fungerar som cellens kraftstation. Pa dess inre membran sker den
oxidativa fosforyleringen vilket r det sista steget i cellandningen hos eukaryota
celler. Den bestdr av elektrontransportkedjan och hir syntetiseras ATP (ADP
omvandlas till ATP) vilket skapar cellens briansle. Under normala omstédndigheter
produceras mer dn 95% av cellens energi i form av ATP via oxidativ fosforylering
(OXPHOS). Storning av OXPHOS kan ske genom inhibering av nagot av
komplexen 1 andningskedjan eller av en okontrollerad transport av vétejoner over
mitokondriens membran vilket pé olika sdtt leder till lag bildning av ATP (Figur
14). Snabb minskning av ATP kan vara akuttoxiskt, medan lagre nivéer leder till
forsdmrad energimetabolism (avmagring) och okad  termogenes
(virmeproduktion). Om en organism har tiaminbrist och exponeras for &mnen som
stor OXPHOS bor det ytterligare kunna paverka organismens energistatus negativt.
I sin avhandling beskriver Lindqvist (2016) samverkansmekanismer for flera olika
substanser med egenskaper som OXPHOS storare, som bromerade fenoléra
substanser, perfluorerade alkylsyror (PFAS), pesticider, fungicider och vitesulfit.

Frikopplare, tex. Naturligt férekommande Antropogent ursprung,
inhiberare, komplex FIV, inhiberare, komplex 14V
PFAS tex. tex.
OH-PBBDEs Vatesulfit 6-0H-BDE47
Diarylaminer, bromethalin 6-OH-BDE4T Rotenon
Fungicid, fluazinam herbicide 2,4~
dichlorophenoxyactic acid

Figur 14. Da den den oxidativa fosforyleringen stérs, paverkas cellens ATP produktion vilket kan
paverka metabolism och virmeproduktion. Ett flertal OH-PBDEer har visat sig kunna stéra
OXPHOS. Tiaminbrist stor kolhydrametabolism och paverkar ddirigenom energimetabolismen och
ATP produktionen negativt.
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2.2.3. Spatiotemporal variation

Till skillnad frén flera klassiska miljogifter fran industriella utsldpp med en stabil
forekomst 1 miljon, uppvisar algtoxiner generellt halter som fluktuerar over
sdasongen och mellan &r (se exempel Figur 5 och Figur 7). I tilldgg till en varierande
produktion av substanser i relation till miljovariationer som skiljer mellan
Ostersjons olika delar, kan ontogenetiska skillnader som livscykel och
utvecklingsstadium, paverka produktionen av kemiska substanser (t.ex. Houdan m.
fl. 2004). Vixter som blir betade av andra organismer upplever ofta olika intensitet
1 skadeniva samt risk for att bli betad under sin utveckling/tillvixt (Boege och
Marquis 2005), ndgot som sammanfaller med fysiologiska och morfologiska
forandringar som delar av deras livscykel. Det verkar som att vixter har férmagan
att optimera sina forsvarsmekanismer mot bete genom olika utvecklingsstadier
(Boege m. fl. 2007). Troligtvis dr en investering 1 forsvarsstrategier extra viktigt for
vaxtens tidiga livsstadier, dd unga viaxter kan ta sdrskilt stor skada till foljd av
betesangrepp. Hos fintrddiga rodalgen, C. tenuicorne har laboratorieforsok visat att
produktion av bromfenoler kan variera mellan algens isomorfa hon-, han- och
diploida livsstadier. Kloner fran Ostersjon producerade signifikant hogre halter av
2,4,6-TBP in motsvarande gametofyter fran Vistkusten. An hdgre halter
producerades av han-gametofyter och sporofyter fran Vistkusten (Dahlgren m. fl.
2015).

Forutsittningar for utbredning och artforekomst péverkar forekomsten av olika
primirproducenter och dirmed forekomsten av algtoxiner. Ostersjon skiljer mellan
kust och hav, vad giller naringsforhdllanden (N, P), salinitet, klorofyllhalter,
siktdjup och biomassa av vixtplankton. I Ostersjon sker periodvis
tillvixt/blomningar av véxtplankton och cyanobakterier. Vérblomning av
vaxtplankton domineras av kiselalger, och forutsétter att méngden néring 1 vattnet
byggts upp under vintern, och pagér tills kviveméangderna tryter. Cyanobakterier
som kan tillgodogora sig kvéve fran luften, har dd en konkurrensfordel gentemot
andra vaxtplankton. Cyanobakterier gynnas av god tillgang pa biotillgénglig fosfor,
lag halt oorganiskt kvdve och varmt vatten och tillvdxer vanligen kraftigt
(algblomning) under slutet av juli/tidig augusti (Niemi 1979). Exempelvis kan man
forvianta sig hogre forekomst av Nodularia spumigena 1 havsomraden och mer
fintradiga alger och Microcystis sp. i kustomraden. Aven i en nord, sydlig riktning
finns en gradient av variationer i vattenforhdllanden. Detta &r nagot som leder till
skillnader i artsammanséttning av primérproducenter mellan dessa omraden.

2.2.4. Algtoxiner och halsoeffekter hos Ostersjons biota

Substanser i Ostersjéns miljé med liknande toxikologisk verkan innebir potential
for en additiv eller synergistisk verkan. I tilligg kan olika ekotoxikologiska
endpoints i sig ha biologiska effekter som samverkar. OXPHOS-stoérare savél som
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hormonstdrande &mnen har potential att pdverka metaboliska aktiviteter (Figur 15).
En hilsoproblematik som kidnnetecknas av avmagring (dalig energiupplagring), har
observerats hos manga fiskarter sdsom havsvandrande lax (Asker 2019), torsk som
blir mindre och periodvis mager (Bryhn m. fl. 2020), stromming med minskande
fetthalt (Faxneld m. fl. 2014) och paverkad hilsa hos kustlevande abborre och
tanglake (Larsson m. fl. 2016) och skrubbskddda (Dahlgren m. fl. 2019). I tillagg
till fisk uppvisar flera andra djurgrupper i Ostersjon relaterade hilsoproblem. Hos
grasil (Halichoerus grypus) dokumenteras minskande spacktjocklek (Faxneld m.
fl.), sjofigel som ejder och alfagel minskar i antal (Skov m. fl. 2011) och ejder som
aterviander frdn sommarvistelser dr utmérglade och parasitinfekterade (Torsten
Moérner, muntligen). Ejder och gratrut fran Ostersjon uppvisar tiaminbrist (Balk m.
fl. 2009). For en kunskapssammanstillning &ver tiaminets roll i Ostersjon, se
Hylander m. fl. (2020). Sannolikt &r detta problemkomplex kopplat till
ekosystemeffekter och obalansen i Ostersjons ekosystem. Dir det inte ir enskilda
faktorer som péverkar fiskens hélsa utan flera samverkande faktorer som inkluderar
klimatfordndringar, dvergddning, exponering for savil klassiska miljogifter som
algtoxiner.

Paverkan
endokrina
hormoner

OH-PBDEs
PBDEs
Pesticider
Organofosfater

Antifouling paint

Metaboliska stérningar

. .x‘."_, :
Paverkad p- P
energimetabolism

\’ Avmagring

Alkut toxiskt

Figur 15. Schematisk bild som visar pd exponering for substanser som leder till stérning av
OXPHOS och pdverkan pa hormoner vilket leder till en hilsoproblematik som innefattar avmagring

(energiupplagring).
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3. Tidstrendanalyser

For att utvirdera om halter av algtoxiner i Ostersjon kan anses vara ett problem
eller kunna bli ett problem for havslevande organismer, med sirskilt fokus pé ett
fiskhdlsoperspektiv dr det relevant att studera hur dessa substanser varierar over tid.
Denna syntes har som malsdttning att identifiera kéllor till befintliga data for
algtoxiner i Ostersjon, i publicerad form genom rapporter och vetenskapliga artiklar
samt, om mojligt ytterligare data som genererats inom = svensk
miljogiftsdvervakning men inte utvérderats med avseende pa eventuella kopplingar
till fiskhilsa.

3.1. Data for algtoxiner i Ostersjon

Inom det svenska nationella miljodvervakningsprogrammet for miljogifter i marin
biota, samlas arligen material vilket medger retrospektiva analyser. Huruvida dessa
data kan anvéndas for syntesens overgripande fragestdllning har undersokts i form
av en inventering av befintliga tidsserier och mgjlighet till att utvinna mer
information fran andra utforda kemiska analyser.

3.1.1. Befintliga tidsserier

Nar det kommer till befintliga tidsserier finns data for en rad olika bromerade
algtoxiner (inkl. 2,4,6-bromfenol som antas vara en modersubstans till en rad
bromerade algtoxiner) i ett flertal arter fran olika trofinivaer (strémming, abborre,
mussla och vikare) (Tabell 2). Daremot saknas i dagsldget tidserier for bland annat
cyanotoxiner, ichthyotoxiner och musselforgiftande toxiner. Inom den nationella
miljodvervakningen av miljogifter i marin biota har riktade analyser av 2,4,6-
bromfenol 6’OH-PBDE47 och 2’-OH-PBDEG68 analyserats retrospektivt i
strommingslever mellan aren 1980 — 2009 vid tre lokaler (Angskirsklubb, Landsort
och Utldangan, Faxneld m. fl. (2014)). Under denna 30 é&rs period visade data att
halter av 2,4,6-bromfenol fordubblades vid stationen Utldngan, medan ingen trend
kunde pévisas vid de andra tva lokalerna. Halter av 6’0OH-BDE47 och 2’-OH-
BDEG68 6kade signifikant dver tid vid bdde Utlangan och Landsort. Strommingen
som analyserats i denna studie &r insamlad under hdsten-vinter (mellan vecka 36
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till 51 beroende pa ar och lokal) och &r ifran referensomradden som ska anses vara
fria fran lokala utslédppskallor.

Tabell 2. Sammanstdillning av befintliga tidsserier for olika algtoxiner i Ostersjon. Trend rapporteras som ékande
(+), minsakande (-) eller obefintlig (") och gdller for hela tidsperioden, en trend for enbart de sista 10 dren visas
inom parantes. Alla trendanalyser dr fran citerade kéllor, inga nya analyser har gjorts.

Amne Trend Art Enhet | Start | Slut | Antal | Lokal Bassiing Referens
ar
2,4,6-BF ~ Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Angskirsklubb | Bottenhavet- | Faxneld m.
fettvikt Norra fl. (2014)
Alandshav
2,4,6-BF ~ Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Landsort Egentliga Faxneld m.
fettvikt Ostersjon fl. (2014)
2,4,6-BF + Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Utléangan Egentliga Faxneld m.
fettvikt Ostersjon fl. (2014)
OH- ~(+104r) | Strdomming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Angskirsklubb | Bottenhavet- | Faxneld m.
PBDE47 fettvikt Norra fl. (2014)
Alandshav
OH- + Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Landsort Egentliga Faxneld m.
PBDE47 fettvikt Ostersjén fl. (2014)
OH- + Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Utléangan Egentliga Faxneld m.
PBDE47 fettvikt Ostersjon fl. (2014)
OH- (+10 ar) | Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Angskirsklubb | Bottenhavet- | Faxneld m.
PBDEG6S fettvikt Norra fl. (2014)
Alandshav
OH- +(- 10 &r) | Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Landsort Egentliga Faxneld m.
PBDEG6S fettvikt Ostersjén fl. (2014)
OH- + Stromming | ng/g 1980 | 2009 | 16 Utléangan Egentliga Faxneld m.
PBDEG68 fettvikt Ostersjon fl. (2014)
> MeO- ~ Abborre pg/g 1990 | 2005 | 16 Kvddofjarden | Egentliga Haglund m.
PBDE vatvikt Ostersjén fl. (2010)
>PBDDs ~ Abborre pg/g 1990 | 2005 | 16 Kvadofjarden | Egentliga Haglund m.
vatvikt Ostersjon fl. (2010)
> PBDDs + Bldmussla | ng/g 1995 | 2003 | 6 Information | Haglund m.
vatvikt saknas fl. (2007)
> PBDDs/Fs | ~ Vikare pg/g 1974 | 2015 | 21 Bottenviken- | Bjurlid m. fl.
fettvikt Egentliga (2018)
Ostersjén

4BF , bromfenol; OH-PBDE, hydroxylerade polybromerade difenyletrat; MeO-PBDE, metoxylerade

polybromerade difenyletrar; PBDDs/Fs, polybromerade dibenso-p-dioxiner och dibenso furaner.
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Generellt giller att majoriteten av alla befintliga tidsserier visar en positiv trend
eller en avsaknad av trend. Man ska vara medveten om att OH-PBDE:er dven kan
hérstamma fran antropogent producerade flamskyddsmedel men sannolikt kommer
den storsta delen OH-PBDE i fisken fran naturliga kéllor. Anvindningen av Penta-
PBDE (ex. PBDE-47) som flamskyddsmedel begridnsades i mitten pa 2004
(Kemikalieinspektionen 2003) och det ar forst efter den tidpunkten man kan folja
om halter av OH-PBDE:er som ett resultat av naturlig produktion 6kar, minskar
eller forblir stabilt. Da majoriteten av tidsserierna maximalt stracker sig fram till &r
2009 ar det svart att pd enbart fem &r kunna detektera en signifikant férdndring som
inte dr av betydande storlek da nedbrytning av stabila miljogifter generellt dr en
langsam process. Fran den nationella miljodvervakningen for miljégifter i marin
biota antas att for organiska d&mnen dr en relativ drlig fordndring pa 10 % mojlig att
detektera med en styrka pa 80 % forst under en tidsperiod pé ca 8-12 ar (Bignert m.
fl. 2017). Vid intresse av att utviardera den naturliga produktionen av OH-PBDE,
kan forslagsvis redan befintliga tidserier utokas med fler analyserade ar enligt ovan.
En annan mojlighet for att sérskilja en naturlig produktion fran antropogena kéllor
ar genom att studera kongenmonster da placeringen av OH-gruppen och Br
generellt skiljer sig mellan naturprodukterna och PBDE metaboliterna. Dock sd
kréver en sddan studie standarder som hitintills inte anvénts 1 de kemiska analyserna
inom miljodvervakningen och ddrmed kridvs nya retrospektiva studier dir dessa
inkluderas.

Insamlingsperiod av material for kemiska analyser kan paverka tolkningen av data.
For att illustrera denna problematik presenteras en figur 6ver OH-PBDE47 1
strtomming frdn Landsort dér tidserien illustreras med hédnsyn till bade
insamlingsvecka och koncentration (Figur 16). Tidsserien visar att koncentrationen
av OH-PBDE47 6kar over tid men dven att insamlingsvecka generellt 6kar (bortsett
fran &r 1993 och 1996) vilket innebdr att strommingarna i slutet av tidsserien ar
insamlade langre ifrdn den tidpunkt ddr man forvéntar sig hogst koncentrationer
men trots det har hogre halter. Slutsatsen av detta dr att halterna i1 slutet av
tidsperioden teoretiskt skulle kunna vara dnnu hogre och ddrmed har man
underskattat den dkande trenden Over tid. Det ska tilliggas att kunskapen kring
dessa dmnens absorption, fordelning, metabolism och utsondring i fisk ar lag vilket
medfor en viss osdkerhet i ovan slutsats och i dagslidget bor man dérfor ta hdnsyn
till insamlingstillfdlle. For att komma runt denna problematik kan man infor en
trendanalys justera data for insamlingsperiod, men det forutsitter att man inte har
en betydande mellanarsvariation vilket da skulle kunna skapa stor osédkerhet i
justerat data. Infor framtida analyser av algtoxiner bor man dven ta hénsyn till den
sdsongsvariation som finns for dessa substanser (se Sdsongsvariation).
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Figur 16.Tidserie 6ver OH-PBDE47 i stromming insamlad i Landsort mellan 1980 och 2009.
Figuren visar insamlingsveckan och koncentrationen av OH-PBDE47 (storleken pd prickarna) per
ar.

3.1.2. Kompletterande information fran tidigare kemiska
analyser

Fran det material som &rligen samlas och analyseras inom det svenska nationella
miljodvervakningsprogrammet for miljégifter i marin biota, vore analyser av
grupperna bromerade flamskyddsmedel och klorerade dioxiner intressanta for att
uppskatta produktion av olika algtoxin. Ddremot visar en ndrmare undersokning att
det inte &r mojligt att fa fram kunskap om naturligt producerade foreningar fran
dessa analyser.

For de klorerade dioxiner som likt de tyngre, bromerade dioxinerna, upparbetas
identiskt, &r korningar pa gaskromatografi/masspektrometri (GC/MS) inte
densamma. Dels anvénds olika GC-kolonner for att optimera analysen, i tilldgg &r
retentionstiderna annorlunda d& bromerade dioxiner &r tyngre och ddrmed har
langre retentionstider. Detta innebér att man inte kan studera samma kromatogram
som for klorerade dioxiner. Som ett alternativ skulle man kunna anvénda sig av
upparbetade prover med rétt korning pA GC/MS men da man saknar matchande
standarder blir kvantifieringen inte optimal och rekommenderas dirfor inte (Lisa
Lundin vid Umea universitet, muntligen).
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For OH-PBDE och MeO-PBDE finns flera orsaker till att man inte kan anvénda sig
av information frén tidigare PBDE analyser. I analysmetoden for PBDE anvindes
koncentrerad svavelsyra for att ta bort fett vilket inte 4r kompatibelt med analys av
fenoldra substanser t.ex. OH-PBDE. Vid analys av bromfenoler separerar man
istéllet neutrala och fenolédra substanser frdn varandra med t.ex. lut. Ddremot kan
man analysera MeO-PBDE och PBDE i samma prov, dock behdvs standarder for
att identifiera toppar i GC kromatogram eftersom retentionstiderna &ndras men
ocksa for att kvantifiera substanserna. Under en kortare tidsperiod (cirka fem &r)
kordes MeO-BDE47 och MeO-BDEG68 parallellt PBDE standarder men det har inte
skett de senaste tio dren (Lillemor Asplund vid Stockholms universitet, muntligen).

3.2. Utvardering av fiskhalsodata och substanser i fisk

For att undersoka mojligheten att forekomst av algtoxiner i Ostersjon kan anses
vara ett problem ur ett ekotoxikologiskt perspektiv bér man koppla halter till méatt
pa fiskhilsa. Infor sddana analyser har data Over halter av algtoxiner samt
parametrar som kan vara kopplade till forekomst av dessa sammanstillts fran
nationella databaser (till exempel SMHI:s SHARK). Tillgéngliga data har sedan
utvdrderats 1 relation till variationer av algtoxiner over tid (exempelvis befintlig
tidsserie for bromfenoler).

J ﬂ;
Che

-i Kvadofjarden
J' / B/b

{

Torhamn

Utlangan

Figur 17. Lokaler for insamling av material inom forskning och miljéovervakning, Landsort, Kviddfjdrden,
Torhamn och Utldngan.
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3.2.1. Metodbeskrivning och statistik

Infér en utvdrdering av fiskhidlsodata och algtoxiner i fisk har tvd “omraden”
identifierats som ldmpliga for att samkora data mellan fiskhdlsomarkorer och data
insamlat frdn andra delar av nationell miljoovervakning (Figur 17). Det dr viktigt
att papeka att analyserna baseras pd data som striacker sig 6ver betydande omraden
vilket kraftigt forsvarar mojligheter att kunna detektera signifikanta forhallanden.
Syftet med de statistiska analyserna &r primért att forsoka koppla halter av
algtoxiner till fiskhdlsomarkorer. I tilligg kommer eventuell samvariation mellan
fiskhdlsa och halter av algtoxiner med olika abiotiska och biotiska faktorer
undersdkas. Detta for att belysa vad som kan paverka forekomsten och nivéer av
algtoxiner i Ostersjon och dirmed fiskhilsa. Vidare har dven publicerad data for
> MeO-PBDE och Y PBDD (Haglund m. fl. 2010) 1 abborre frdn Kviddofjarden
utvdrderats gentemot fiskhélsa 1 abborre fran Kvadofjarden.

For att besvara fragestéillningarna ovan anvénds tva olika strategier. For att koppla
forekomst av algtoxiner till specifika fiskhdlsoparametrar utvirderas gruppvisa
fiskhélsoparametrar (som indikerar relevanta effekter for de algtoxiner dér data
finns tillgéngligt) med hjélp av principialkomponentanalys (PCA) och efterfoljande
korrelationsanalys vid indikation pa samband. For att utviardera hur algtoxiner och
fiskhdlsa kan paverkas av abiotiska och biotiska faktorer anvdnds PLSR-
modellering (PLSR, Partial Least Squares Regression to Latent Structures) som ér
en robust multivariat metod for att finna samband mellan uppséttningar av variabler
(X, forklarande variabler och Y, beroende variabler) (Wold m. fl. 2001). Metoden
anvinds for att finna de variabler som bést forklarar Y och ér byggd for att optimera
modellens forklarande och prediktiva kapacitet. Metoden fungerar vél for
korrelerade X-variabler samt for en eller fler Y-variabler och kan hantera bade
kvalitativa och kvantitativa data. PLSR beréknar antal komponenter (i fallande
forklaringsgrad) for att maximera kovariationen mellan komponenter i X- och Y-
rymden. Fér att maximera den prediktiva kapaciteten (Q?) i en modell anviinds
korsvalidering for att sdkerstilla att ytterligare komponenter tillfor prediktiv styrka
genom att utesluta observationer och prediktera Y. Forklaringsgraden (R2Y)
indikerar hur stor del av Y som dr modellerat och kommer att dka for varje
komponent medan Q? enbart Skar fram tills modellen 4r dveranpassad p.g.a. for
manga komponenter.

For X-variabler har vi valt att anvinda oss av alla tillgéngliga data inom ett
begrinsat omrade (se avgrdnsningar) och ddrmed berdknat arsmedelviarden for
insamlad data fran ibland olika lokaler mellan é&r till skillnad frén att exempelvis
vilja ut enbart en specifik station som skulle vara representativ. Med detta
tillvigagéng sétt amnar vi f4 fram mer kontinuerliga tidsserier vilket underlattar
PLSR modellering.
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Ingdende data i modellerna &r log-transformerade for att nd normalférdelning for
alla variabler, utom for abundansdata som transformerats genom roten ur tva.
Normalfordelning kontrollerades med hjélp av Shapiro Wilks normalitetstest.
Univariata analyser av fiskhidlsoparametrar har delats upp i grupper utifran deras
biologisk effekt (Mustamiki m. fl. 2019) vilket genererade totalt 22 separata PLSR
modeller. Vidare analyserades dven algtoxinerna 2,4,6-bromfenol, OH-PBDE47
och OH-PBDEG68 (totalt 3 separata modeller). Utvardering av PLSR modeller har
gjorts enligt Lundstedt m. fl. (1998), dir en modell av hog kvalitet kan antas nér
R?Y=0,7 och Q*= 0,4. D4 dessa viirden sannolikt kommer vara svéra att uppna med
ingdende data i vara modeller &r ett alternativt tillvigagangssitt att titta pA monster
mellan modeller. For att finna den basta modellen filtrerades ingaende X-variabler
med hénsyn till VIP vérden (variable importance in PLS projection) och dér de tva
till tre mest betydelsefulla variablerna selekterades fram genom en stegvis
eliminering av de variabler med ldgst VIP virden (Mehmood m. fl. 2020). For att
underldtta tolkning av X-variablers viktning anvindes endast en eller tva
principalkomponenter och bestimdes utifrdn Q? virdet.

3.2.2. Ingaende modelldata

For sammanstéllning av hilsotillstaindet hos kustfisk samlas arligen data Over
abborre, tinglake och de senaste 4aren &dven skrubbskddda inom
miljoovervakningsprogrammet Integrerad kustfiskdvervakning. Undersdkningarna
omfattar maitning av cirtka 25 biokemiska, fysiologiska och histologiska
mitvariabler, sa kallade biomarkorer, som beskriver viktiga fysiologiska funktioner
hos fisken (Tabell 3). For denna del har endast fiskhdlsodata for abborre valts ut.
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Tabell 3. Sammanfattning av ingdende Y-variabler till PLSR modellering. Y variabler kommer frdan
miljéovervakningsprogrammet  Integrerad  kustfiskovervakning  (drligen samlas data pd
hdlsotillstand hos bl.a. abborre in; biokemiska, fysiologiska och histologiska mdtvariabler, sa
kallade biomarkérer, som beskriver viktiga fysiologiska funktioner hos fisken) samt retrospektiva

studier av algtoxiner (halogenerade organiska féreningar) i stromming.

PLSR modell - Indikator

Y-variabler

Forklaring

Reproduktion och Gonad Fiskens totala gonadvikt

endokrina storningar
Vtg Vitellogenin

Blodstatus och jonreglering ~ Ht Hematokrit, méngd roda blodceller i helblod
Hb Hemoglobin i helblod
iRBC Omogna rdda blodceller, % av totalt antal

Joner (CI', Na*, K*, Ca%")

blodceller

Joner i plasma

Immunforsvar Lymfocyter % av totalt antal blodceller

Granulocyter % av totalt antal blodceller

Trombocyter % av totalt antal blodceller

WBC Vita blodceller, % av totalt antal blodceller
Leverfunktion LSI Leversomatiskt index (levervikt / somatisk vikt)

EROD EROD-aktivitet

GR Glutation-reduktas aktivitet

GST Glutation-S-transferas

Katalas Katalas

Metallothionein Metallothionein
Tillvéxt, energilagring och Konditionsindex (100 x Tot_vikt i gram) / lingd i cm?
metabolism

Leverstorlek Fiskens totala levervikt

Glukos Glukos i helblod

Blodlaktat Blodlaktat
Algtoxiner 2,4,6-BF Halter av naturligt producerade bromerade

foreningar i stromming.
OH-PBDE47
OH-PBDE68

Variabler som representerar forekomst av naturligt producerande toxiner har valts
ut for att de kan representera 1) forekomst av primirproducenter, vilka producerar
toxiner naturligt samt 2) halter av naturligt producerade toxiner, da fordndring av
dessa variabler har en dokumenterad effekt pa produktion av bromfenoler och andra
naturligt producerande toxiner (Abrahamsson m. fl. 2003, Granéli och Johansson
2003). Variabler som valts ut for att kunna svara pé detta och som har extraherats
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ut ur SMHIs databas Sharkwebdata for  marinbiologiska  data
(https://sharkweb.smhi.se/) alternativt langtidsmétningar av UV-stralning 1
Norrkoping (https://www.smhi.se/) anges 1 Tabell 4 nedan. D& PLSR analysen
kraver fullstindig information for alla ingdende &r kan vissa modeller sakna
variabler till forman for ett reducerat antal ar dir fullstindig information finns for
fler variabler.

Tabell 4. Sammanfattning av ingdende X-variabler till PLSR modellering. Variabler som
representerar forekomst av primdrproducenter, ndirsalter, temperatur, salinitet, syre, ljusintensitet

och abundans av betare.

Motivering X-variabler Forklaring och enhet
Forekomst/Abundans Vixtplankton
av arter som kan Chl a Klorofyll a. Matt pa den totala produktionen i
tédnkas producera vattenkolumnen. [pg/L]
algtoxiner alternativt Haptofyter Abundans av vixtplankton ur stammen haptofyta som
péaverka fiskhilsa: bl.a.producerar Ichthyotoxin. [ind./L]

Cyanobakterier Abundans av véxtplankton ur stammen cyanobacteria

Filamentésa alger

som producerar en rad olika algtoxin b.la. OH-PBDE och
PBDDs [ind./L]

Rhodomelaceae
Ceramiaceae
Chordariaceae,
Pylaiellaceae
Nirsalter som proxy Si0s3 Kiseltrioxid i vattenkolumnen
for algblomning H>S Vitesulfid i vattenkolumnen
Tot-N Totalkvéve i vattenkolumnen
TOC Totalkol i vattenkolumnen
Tot-P Totalfosfor i vattenkolumnen
Variabler som har Salinitet Salinitet i vattenkolumnen
dokumenterad Syre Syrehalt i vattenkolumnen

formaga att inducera

UV-strélning /Ljusintensitet

UV métningar fran Norrkdping

miljobetingad stress Temperatur Temperatur i vattnet
(ROS) hos Betare Abundans, summa av fler arter. [ind./m?]. Saknas data
primirproducenter for den aktuella tidsperioden juli-augusti.

av algtoxiner

Mirlkréftor (Gammarus sp.)

Havsgrasugga (Idothea sp.)

Ostersjobatsnicka (Theodoxus fluviatilis)
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3.2.3. Avgransning

Den geografiska avgriansningen for data som kan kopplas till stromming ar givet
litteraturdata dar sma pelagiska fiskar (som stromming) anses kunna ha ett
fodosokomrade kring 50 kilometer (Bergstrom m. fl. 2007). Detta innebér att vi
tillatit + 25 kilometer fran insamlingslokalen. D& insamlad miljodata uteslutande
finns 1 havsomraden inom en nautisk mil blev avgridnsningen enbart i nord-sydlig
riktning. Som tilldgg till den geografiska avgransningen bor ndmnas att det finns
begrinsad information kring strommingens fodosoksomrdde som darfor skulle
kunna vara betydligt mindre vilket bidrar till osékerhet i denna analys. Man ska
dven vara medveten om att vattnets rorelse inte getts hinsyn i denna avgriansning.
For abborren, som uppskattats ha ett omrdde pé cirka en kilometer eller mindre
(Ahlbeck Bergendahl m. fl. 2017) blir denna strategi for avgransning alltfor
begrinsande for mangden tillgénglig data och vi har darfor valt att anvinda samma
avgransning som for strommingen.

1) Fiskhidlsa i abborre frdn Kvddofjarden och algtoxiner i stromming frén
Landsort

Da de geografiska omridena skiljer sig men med visst dverlapp har utdrag av
variabler fran Shark webdata for grupp 1 avgrédnsats till fyra specifika
“typomréaden” enligt SVAR (svenskt vattenarkiv):

o Ostergdtlands och Stockholms skirgird. Mellankustvatten. Norra

e Ostergétlands och Stockholms skirgard. Mellankustvatten. Sodra

e Ostergdtlands inre kustvatten

o Ostergdtlands yttre kustvatten

Tidsperioden for utdrag var 1980-2020 och initialt alla manader. Sekundéra
avgransningar som gjorts 4r méanaderna juli-augusti (hog algblomningsintensitet),
djup 0-20 meter (den fotiska zonen dit ljuset stricker sig och mojliggdr fotosyntes
och ddrmed produktion av algtoxiner).

3.2.4. Resultat och diskussion

Ingéende tidserier tillgdngliga for PLSR analys och korrelationsanalyser uppdelade
pa miljofaktorer (abiotiska och biotiska), fiskhdlsoparametrar och algtoxiner
visualiseras 1 Figur 18 - Figur 20 och ar z-transformerade da det &r stora skillnader
1 enheter mellan olika variabler. For miljofaktorer saknas ldngre tidsserier for vissa
parametrar som dirfor exkluderats ur analysen till fordel for ett storre antal ar (n =
provstorlek) (Figur 18). For fiskhilsoparametrar kan man for vissa tidsserier (Na®,
K", CI" och Ca?") se tydliga extremvirden i slutet pa tidsserien som inte inkluderats
1 analysen da dessa sannolikt dr felrapporterade data (Figur 19). For tidserier 6ver
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algtoxiner kan man se att tidserierna pd inget sétt dr kontinuerliga (stundtals
analyser vartannat ar) vilket innebér att PLSR analyser innehaller ett 1dgre antal ar
(n) trots att tidsserien stricker sig Over en lang tidsperiod vilket fOrsvérar
mojligheten att finna en bra modell.

Generellt 4r PLSR modellerna svértolkade da valideringen av majoriteten av
modellerna visar pa délig forklarande och prediktiv kapacitet (Tabell 5). Detta kan
innebdra att ingédende parametrar inte forklarar de responsvariabler som testats,
alternativt, att vi 1 denna undersokning har f6r grov uppskattning (med hansyn till
bade tid- och rumslig uppldsning) av intressanta parametrar, eller att det inte gar att
detektera tydliga monster utifrén befintlig data. Vi ser darfor denna del som enbart
en visualisering av tillgdnglig data och att man 1 framtiden bor angripa denna typ
av fragestéllning med mer riktad data. Vi véljer darfor att inte utfora en liknande
sammanstéllning och analys for Torhamn-Utlangan (Grupp 2) dér tidsserien for
fiskhilsa dessutom ar betydligt kortare &dn for Kvadofjarden.

Chlorophyll-a Cyanobacteria Dissolved oxygen O2 CTD Filamentosa alger

0- N
2-
Haptophyta Hydrogen sulphide H2S Salinity CTD Silicate SiO3-Si
4-
2-
JV\A/\A/\/\/\/' i ﬂ""/\/\]\ \/‘M -
o- 1 .
2-
e
Q
2 Temperature CTD Total Nitrogen Tot-N Total organic carbon TOC Total phosphorus Tot-P
N,
1
2- A / ) A
[\ 1 | /\
1 PV VAVIE | X | iy .
! A [J L oA | \/ v A A
0- \ ‘ ; beruse o / \ s />
\ ﬂ/\" \ {.-\.j \p\ Lo Se e VL ’N‘ .N Vol y ol ;\N.u""-.”\‘
2- ! y /
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—*— Chlorophyll-a —*— Filamentosa alger —e— Salinity CTD —*— Total Nitrogen Tot-N - uv
Parameter —+— Cyanobacteria —*— Haptophyta —o— Silicate SiO3-Si —*— Total organic carbon TOC
Dissolved oxygen O2 CTD —*— Hydrogen sulphide H2S -*— Temperature CTD —*— Total phosphorus Tot-P

Figur 18. Tidstrender for miljoparametrar fidn Stockholms och Ostergétlands kustvatten.
Arsmedelvirden, for djup 0-20 m mellan juli och augusti. Fér mer information om avgréinsningar
se avsnitt Avgrdnsning och Tabell 3 for beskrivning av de olika parametrarna.
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Figur 19. Tidstrender for fiskhdilsoparametrar i abborre insamlad vid Kvddofjirden, Egentliga
Ostersjon. Se Tabell 2 for beskrivning av de olika parametrarna.
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Figur 20.Tidstrender for algtoxiner i stromming insamlad vid Landsort, Egentliga Ostersjon. Se
Tabell 2 for beskrivning av parametrar.
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For att studera kopplingar enbart mellan fiskhdlsoparametrar och algtoxiner dr det
endast tva grupper av fiskhdlsoparametrar som gér att utviardera med hjilp av PCA,
tillvixt samt immunologi. For de andra grupperna av fiskhdlsoparametrar varierar
antal analysdr i stor utstrackning. Samkdrning med befintlig algtoxindata innebér
darfor stundtals en for 1ag provstorlek, vilket paverkar analysens utfall. En slutsats
fran detta dr darfor att data inte finns i tillracklig utstrackning for att kunna gora
utforskande analyser av kopplingen mellan algtoxiner och olika typer av biologiska
effekter. Dock s& &ar det anda effekter pa tillvixt och metabolism samt
immunotoxictet som kan forvantas (D'silva m. fl. 2004, van Boxtel m. fl. 2008,
Dahlgren m. fl. 2019) och dér vi i dagsléget har tillracklig data. Nar det kommer till
tillvaxt sd visar en faktoranalys (PCA; Figur 21A) att PC1 framst drivs av de tre
algtoxinerna medan PC2 har positiv laddning for levervikt och negativ laddning {for
BF-2,4,6. Dock ar forklarandegraden for PC2 lag. Trots 1ag provstorlek hos denna
PCA (n=8 for 8 parametrar inkl. algtoxiner) valdes att utvdrdera eventuella
associationer mellan kondition, som var den fiskhdlsoparameter som bist
separerade PC1 mot algtoxiner. Pearsons korrelationstest visade att det fanns en
ndra signifikant negativ korrelation med OH-PBDE47 (r(10) = -0,56; p = 0,6) och
OH-PBDE®68 (r(10) = -0,50; p<0,1) men inte for BF-2,4,6 (r(10) = -0,1; p = 0,8).
For immunologi gjordes tre separata PCA:er (Figur 21 B-D) for de tre olika
algtoxinerna d& provstorleken var mycket 1dg (n = 6 for 5 parametrar inkl. 1
algtoxin). For OH-PBDE47 drevs PC1 framst av lymfocyter och vita blodkroppar
medan PC2 drevs av trombocyter och granulocyter (Figur 21 C). For OH-PBDE68
hade granulocyter och trombocyter storst vikt for PC1 medan PC2 separerades
framst av lymfocyter och vita blodkroppar. For BF-2,4,6 (Figur 21 D) PC1 hade
BF-2,4,6, trombocyter och granulocyter hogst viktning och for PC2 lymfocyter och
vita blodkroppar. Dessa positiva samband med bade trombocyter och granulocyter
kunde ocksa sdkerstéllas statistiskt (trombocyter: r(4) = 0,92; p<0,01; granulocyter:
r(4) = 0,82, p<0,05). Utifrén tidigare kunskap om paverkan pé fiskhilsoparametrar
testades dven direkt befintliga associationer mellan algtoxiner och EROD (D'silva
m. fl. 2004). Dock fanns inget tecken pd signifikanta korrelationer vilket skulle
kunna indikera att OH-PBDE47, OH-PBDE68 och BF-2 4,6 inte kan anvindas som
proxy for exempelvis bromerade dioxiner, en &mnesgrupp med samma ursprung
och med forméga att inducera EROD. Det bor dock dven ndmnas att data for
algtoxiner i stromming och fiskhédlsoparametrar inte ar helt kompatibla d& abborren
ar en kustnira art som till hdgre utstrackning exponeras for filamentosa, fintradiga
alger medan strdmmingen som dr en mer pelagisk fiskart som sannolikt har en storre
exponering fran mikroalger och cyanobakterier ute till havs. Vidare dr insamlingen
av stromming under sen host inte nddvandigtvis representativ for de effekter man
ser i fiskhélsa vid de tidpunkter da produktion av algtoxiner dr som hogst.
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For Grupp 2 som kopplar samman fiskhdlsodata i abborre frdn Torhamn med
algtoxindata i stromming fran Utldngan O6verlappar tidsserierna atta ar varav endast
fem ar dr analyserade for bade algtoxiner och fiskhélsa. Med hinsyn till den
begransade mingd data genomfordes inga PCA. Daremot undersoktes associationer
mellan konditionsfaktor och algtoxiner samt mellan algtoxiner och trombocyter och
granulocyter for att se om monstret for Grupp 1 var konsekvent. Inga signifikanta
associationer kunde detekteras mellan algtoxiner och konditionsfaktorn i abborre (r
=,01; 0.51 och 0,39 samt p = 0,98, 0,38 och 0,52 for BF2-4-6, OH-PBDEG68 och
OH-PBDE47). For associationer med immunologiska variabler visade
korrelationsanalyserna enbart ett signifikant forhdllande mellan OH-PBDE47 och
granulocyter (r =-0,90; p = 0,04). Vidare fanns dven ett signifikant samband mellan
BF-2,4,6 och EROD (r =-0,92; p = 0,03) dock med en negativ association, det vill
sdga att vid hogre halter av BF-2,4,6 minskar EROD vilket ar tvirtom vad man
skulle forvinta sig om BF-2,4,6 var en proxy for bromerade dioxiner som inducerar
EROD. Dock skulle dven ett motsatt forhallande kunna existera da BF-2,4,6, ar en
modersubstans till bromerade dioxiner och dir halten av modersubstansen initialt
ar hog men Overgar till olika bromerade algtoxiner, som bromerad dioxiner, vilka
d& okar och inducerar EROD. For kopplingen mellan fiskhdlsoparametrar och
>'MeO-PBDE och Y PBDD i abborre insamlad vid Kvddofjarden var mojligheten
for utforskande analys av variabler stérre och kunde forutom for
tillvixt/metabolism och immunologi d@ven utforas for blodstatus med undantag for

kalium, natrium och kalcium joner (K*, Na* och Ca*").
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Figur 21. Principialkomponentanalys (PCA) for PBDE-47, PBDE-68 samt for BF-2,4,6 i stromming
fran Landsort kopplade till fiskhélsoparametrar for abborre insamlad i Kviddfjdrden. (A) tillvéixt
och metabolism for samtliga algtoxiner, (B) immunologi for PBDE-47 (C) immunologi f6r PBDE-
68 och (D) immunologi for BF-2,4,6. For beskrivning av fiskhdlsoparametrar se Tabell 3.
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For tillvixt — metabolism (Figur 22A) sa drivs PC1 (Factorl) av frimst ) MeO-
PBDE 1 positiv riktning och blodlaktat med en svagare negativ riktning. PC2
(Factor2) drivs framst av ) PBDD 1 positiv riktning samt konditionsfaktor och
levervikt i negativ riktning. Eftersom tidigare analyser visat pa ett samband mellan
algtoxiner och konditionsfaktor valdes darfor konditionsfaktor ut som en variabel
att testa mot bdde ' MeO-PBDE och Y PBDD, dock var ingen association statistiskt
signifikant. For immunologi (Figur 22B) drivs PC1 starkt i positiv riktning av
trombocyter och vita blodkroppar (WBC) medan > MeO-PBDE endast har en
svagare positiv laddning. For PC2 dr det frimst ) MeO-PBDE och Y PBDD som
har starka positiva laddningar och granulocyter svagare negativ laddning. Utifrdn
dessa resultat testades associationer mellan Y MeO-PBDE och vita blodkroppar,
trombocyter och granulocyter samt mellan ) PBDD och granulocyter. Bland dessa
korrelationer var det endast en néra signifikant koppling mellan trombocyter och
> MeO-PBDE (1(5) =-0,22; p = 0,06). For blodstatus var det frimst ) MeO-PBDE
och > PBDD och hemoglobin (Hb) som drev PC1 medan PC2 framst drevs av
omogna roda blodkroppar iRBC). En korrelations analys mellan Y MeO-PBDE och
hemoglobin visade pa en nédra signifikant positiv association (r(9) = 0,58; p = 0,06).
Da PBDD ir kénd for att kunna inducera EROD testades dven denna association
separat for PBDD och for MeO-PBDE som en proxy, dock fanns inga signifikanta
korrelationer (PBDD: r(14) =-0,11; p =0,7 och MeO-PBDE: r(14) =-0,08, p=0,8).
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Figur 22. Principialkomponentanalys (PCA) for Y MeO-PBDE och Y PBDD kopplade till
fiskhdlsoparametrar (A) tillvixt och metabolism, (B) immunologi och (C) blodstatus for abborre
insamlad i Kvdddfjdrden. For beskrivning av fiskhdlsoparametrar se Tabell 3.
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Tabell 5. PLSR modeller for att utvirdera férhdllande mellan fiskhdlsa och algtoxiner (Y-variabler) for Grupp 1
(Landsort-Kviddfjdirden) med 6vrig marin overvakningsdata (X-variabler) for att forklara vilka parametrar som

styr forekomst av algtoxiner och effekter pa fiskhélsa. PC, antal principialkomponenter i modellen; R’Y,
Chl a, klorofyll a; Fil. alg, filamentésa alger;SiO;, kiseltrioxid; H>S, vitesulfid; Tot-N, total kvive; TOC, totalt

bdista forklarande variabler. For forklaring av parametrar se Tabell 3 (Y-variabler) och Tabell 4 (X-variabler).
organiskt kol; Tot-P, total fosfor; Sal., salinitet; Temp., temperatur.

forklarande kapacitet for modellen; O, prediktiv kapacitet for modellen. Viirden anger loadings for modellens 3

3
S 3
= T F ::f 0% ¢ 2 I o8 % § s %
< & Ql ) T (OS 3 4 T = = = A SIS =~

Reproduktion Gonad 1 0,626 0,418 0,569 0,649 0,504

Vig 1 0,368 0,065 -0,710 -0,534 0,459
Blodstatus Ht 1 0,275 0 0,673 0,526 0,520

Hb 1 0,213 0,012 0,785 0,620

iRBC 1 0,287 <0 0,590 0,583 -0,559

Cl- 1 0,269 <0 -0,680 0,733

K+ 1 0,442 0,234 -0,420 0,816 0,397

Na+ 2 0,723 0,252 -0,481 0,671 0,565

Ca2+ 1 0,431 0,220 0,594 -0,544 0,593
Immunologi Lymfocyter 1 0,312 0,036 -0,602 0,578 -0,551

Trombocyter 1 0,383 <0 -0,472 0,695 0,542

WBC 2 0,447 <0 -0,599 0,629 0,496

Granulocyter 1 0,495 0,213 0,473 0,421 -0,774
Lever GR 1 0,635 0,523 0,562 0,551 0,617

Katalas 1 0,685 0,554 0,533 0,611 0,585

LSI 1 0,285 0,079 0,562 0,615 0,554

EROD 1 0,254 0,053 0,577 0,817

GST 1 0,373 0,099 -0,538  -0,567 -0,623
Tillvaxt Kondition 1 0,752 0,674 0,681 0,732

Levervikt 1 0,588 0,504 0,683 0,730

Glukos 1 0,496 0,291 0,600 0,567 0,564

Blodlaktat 1 0,166 <0 0,843 0,538

OH-BDE47 1 0,782 0,409 -0,718 0,696
Algtoxiner OH-BDE68 1 0,338 <0 -0,380 0,765 -0,519

2,4,6-BF 1 0,310 <0 -0,569 0,592 -0,571
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4. Material i miljoprovbank

For att studera huruvida halter av algtoxiner i Ostersjon forindras dver tid eller
undersoka eventuella kopplingar mellan algtoxiner och fiskhilsa, behovs tidsserier
over halter av dessa foreningar. Till skillnad fran persistenta organiska foreningar,
ar naturligt producerande toxiner inte lika enkla att analysera retrospektivt i lagrat
material. Det stdlls vissa krav pa forvaring av materialet. For retrospektiva
tidstrendsanalyser av bromfenoler och bromdioxiner bdr materialet ha forvarats i
atminstone -20° C. Material som forvarats i etanol, formalin eller torkats ar inte
lampligt (muntligen Dennis Lindqvist). Den storsta begransande faktorn till att
genomfora retrospektiva tidsanalyser av algtoxiner &r ndr pd sdsongen som det
biologiska materialet samlats in. Som redovisades i avsnittet om spatiotemporal
variation, bryts manga algtoxiner ned fort i algen, metaboliseras och utsondras 1
hogre organismer.

For att studera maxhalter av algtoxiner som kan ha en negativ paverkan pa akvatiska
organismer behdver man maéta halter med hog frekvens under var till host. For att
studera tidstrender &r man inte lika beroende av att kénna till maxhalter, men analys
av material insamlat under senare delen av hosten (da halter av naturprodukter
hunnit utsondras eller brytas ned), riskerar att missa substanser som funnits i hoga
halter och inte ldnge gar att detektera.

Miljoprovbanken (MPB), forlagd till Naturhistoriska riksmuseet dr en central del
for overvakningen av miljogifter 1 svensk miljo. I banken finns biologiska material
tillgéngligt for vetenskapligt bruk. Majoriteten av det material som samlas in och
lagras inom den nationella miljédvervakningen, samlas in under hdstsdsongen
(september, oktober). Ett undantag &r den integrerade kustfiskovervakningen dér
insamlingen generellt sker tidigare. Det material som till var kinnedom dr det enda
som samlats in fore september och forvarats pa lampligt vis for att medge
retrospektiva tidsanalyser av algtoxiner som nodularin och bromfenoler, &r abborre
fran Kvéddofjiden. Materialet dr insamlat under tidsperioden 1995-2020 mellan 8
och 22 augusti. Har finns ca 20 — 100 individer insamlade per &r. Materialet 4r lagrat
1 frys, -25° C.

En mojlig svarighet med att anvdnda fisk frdn den integrerade
kustfiskdvervakningen for analys av algtoxiner dr att det kan vara problematisk att
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fi4 fram ldmpliga delar/organ. Provtagningen inom fiskhdlsodvervakningen
genomfors inte med syftet att material ska analyseras for miljogifter vilket gor att
organen inte alltid sparas eller forvaras pa optimalt vis for sddana analyser.
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5. Forslag till fortsatta undersokningar

For framtida fortsatta riktade satsningar med avseende pa algtoxiner, forekomst och
effekter pa organismer i Ostersjon foreslas:

Att skapa tidsserier av data genom retrospektiva analyser av relevanta
algtoxiner (forslagsvis bromerade fenoldra substanser, bromerade dioxiner
och nodularin) i abborre fran Kvadoéfjdden insamlat 1 augusti (1995-2020).

Fortsatta unders6kningar av kopplingen mellan algtoxin och
fiskhédlsovariabler 1 abborre fran Kvadofjarden (individuella prov).

Genomfora hoguppldsta sisongsundersokningar av algtoxiner sommartid
(augusti) for att fa klarhet i maxkoncentrationer.

Inkludera studier av biomarkorer som del av framtida insamlingar géllande
halter och effekter av algtoxiner.

Inkludera undersdkningar av algtoxiner i de fall dér fiskhélsa ér aktuellt,
som hos lax, torsk och skrubbskddda. Detta motiveras ytterligare av att det
for dessa arter finns kunskap om fiskhélsa Gver en lidngre tidsperiod.

Fortsatta analyser for att etablera samband géllande samvariation mellan
halter av algtoxiner och 6vrig miljodvervakningsdata som ligger pa
Sharkweb.

For att ta ett helhetsgrepp géllande algtoxiner och samband med fiskhdlsa samt
eventuella samverkanseffekter med antropogena miljogifter, vore det bra att se dver
mojligheterna till en integrerad form av miljodvervakning som inkluderar flera

programomraden inom programomrade Kust och hav. Kompetenser som vore

lampliga att inkludera i ett sddant ndrverk dr analytisk kemi, ekotoxikologi, marin
vaxtekologi, och fiskfysiologi.
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Tack

Stort tack till Lillemor Asplund och Dennis Lindqvist pé Stockholms universitet for
faktagranskning inom miljokemi och diskussion kring forslag till framtida
satsningar. Virdefulla bidrag till textens utformning och innehéll kommer dven fran
Josefin Sundin och Helena Stromberg pd SLU Aqua.
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