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Sammanfattning

Kvéveisotoper (5°N) kan ge information om var i fédovaven en organism befinner sig. Detta eftersom den tyngre
kvaveisotopen anrikas likt miljogifter upp i fédovaven. Inom miljégiftsdvervakningen kan information om fédovavsposition
hjalpa till att forklara variationer i miljogiftshalter mellan ar som inte nddvandigtvis reflekterar férandringar i belastningen.
Fodovavsposition anvands &ven i statusbedémningar av miljogiftshalter som baseras pa miljokvalitetsnormer.
Berakningar av fodovavsposition kan dock géras pa flera satt med hjalp av 8*°N. Det vanligaste &r bulk-analyser av 5*°N
frdn muskelvavnad i fisk som sedan normaliseras mot samma matningar i en baslinjeorganism, vanligtvis blamussla. En
nyare metod ar att analysera 8'°N i enskilda aminosyror som extraheras fran muskelvavnad i organismen av intresse,
t.ex fisk och d& behdvs inte en baslinejorganism vilket &r praktiskt eftersom dessa inte alltid &r tillgangliga frin samma
plats och tid som fisken provtagits frdn. Det finns slutligen olika satt att berékna fodovavsposition enligt
aminosyrametoden beroende p& vilka aminosyror som anvands. Denna studie jamfor de estimat av fodovévsposition
som berdknas utifrdn bulk-metoden med olika berékningsvarianter av aminosyra-metoden (olika aminosyror som ingar)
och jamfor trenderna over tid. Metoderna skilier sig i bade absoluta varden och trender Gver tid och samtliga
aminosyrametoder visar p& 6kningar éver tid som inte nodvandigtvis reflekterar en reell 6kning av fodovavspositionen.
Bulk-metoden underskattar istéllet fédovavsposition jamfort med vad som ar ekologiskt férvéantat, men visar inte p& 6kning
6ver tid. En av aminosyra-metoderna rekommenderas d& de absoluta vardena &r narmast fédovavsposition 4 som &r

férvantat for torsk i denna storlek men anledningar till en ékning éver tid behover utredas vidare.
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Det priméra syftet for det nationella programmet for miljodvergiftsdvervakning ar att
dokumentera forandringar i miljégiftskoncentrationer éver tid och om skillnader mellan
omraden existerar, samt att bidra med underlag for att kunna bedéma om atgarder har
haft en effekt. Miljogiftshalter i biota paverkas dock inte endast av belastningen till/i
miljon utan av biologiska och ekologiska processer. Darfor analyseras dven biologiska
variabler som t.ex. storlek, fetthalt och reproduktionsstatus fran indikatorarterna inom
Overvakningen och sedan 2014 analyseras dven muskelvdvnad hos djur for stabila
isotoper av kol och kvéve.

Kol och kvéveisotoper (anges i promilleavvikelser fran referensvarden, s.k. delta-enheter;
813C och 8'°N) kan ge information om vad organismer har atit och/eller var de befunnit
sig innan insamling. Den tyngre kvéveisotopen anrikas likt miljogifter upp i fodovaven,
generellt med 3,4%o fran diet till konsument, och brukar dérfor av ekologer anvéndas for
att bestdimma fodovavsposition hos en organism, eftersom exakt diet-data (t.ex.
maganalyser) sallan &r tillgangligt (sarskilt inte fran olika sasonger Gver ett ar). Inom
miljogiftsdévervakningen kan data om fodovévsstruktur hjalpa till att forklara variationer
i miljogiftshalter mellan ar som inte nédvandigtvis reflekterar forandringar i belastningen
och saledes mojliggora att statistiskt justera tidstrender med variation orsakat av
ekologiska skillnader mellan individer. Information om fodovavsposition (pa engelska
trophic position, TP) kan ocksa anvéandas i statusbedomningar av miljogiftshalter som
baseras pa miljokvalitetsnormer (s.k. Environmental Quality standards, EQS) som
anvands inom EUs Marina Direktiv (deskriptor 8, farliga &mnen). | den marina miljon
anses medelvéardet for toppkonsumenters fédovavsposition, harefter TP, vara ungefar 4.
Rekommendationen &r att justera data till denna TP (for att skydda topkonsumenter om
de &r den kansligaste arten) med hjalp av kvaveisotop-data, innan en jamforelse med de
EQS varden som finns for prioriterade &mnena kan géras (EC 2014).

Berakningar av fodovavsposition kan goras pa flera satt med hjalp av stabila
kviveisotoper (8'°N). Det vanligaste ar bulk-analyser av 8°N fran muskelvavnad i fisk
som sedan normaliseras mot samma matningar i en baslinjeorganism, lampligtvis
blamussla eller andra langlivade, stationéra och filtrerande organismer (Vander Zanden
& Rasmussen 1999). Det sistndmnda ar dock ofta problematiskt eftersom det &r viktigt
att denna baslinje-organism kommer fran samma omrade, vilket inte alltid ar fallet inom
olika overvakningsprogram (se NV-rapporten Karlson 2019; endast vid en lokal i
Ostersjon samlas baslinje-organismer in). En nyare metod &ar &amnesspecifika
isotopanalyser dir &N analyseras i enskilda aminosyror som extraheras fran
muskelvavnad i organismen av intresse, t.ex fisk. Eftersom vissa aminosyror inte
forindras vad géller §*°N fran den ursprungliga kvavekallan medan andra férandras i ett,
likt bulkmetoden, forutsdgbart satt (men med stérre isotop-fraktionering om ca 7%o
gentemot dieten), kan fodovavsposition i fisk darmed beraknas utan en fristaende baslinje
i mussla. Beroende pa hur manga aminosyror som berakningen baseras pa kan resultaten
dock komma att skilja sig, ofta baseras metoden pa de aminosyror som ar lattast att
analysera, fr.a glutaminsyra (s.k. trofisk aminosyra) och fenylalanin (s.k. ”source”-
aminosyra), men nyare studier har visat att ju fler aminosyror som inkluderas desto mer
robust blir berdkningen av TP (Nielsen et al 2015). Gemensamt for bulk och aminosyra
metoden &r att litteraturvarden pa den s.k. isotopfraktioneringen mellan diet och
konsument (TEF eller trophic enrichment factor) behéver anvandas i ekvationerna (dvs
ca 3,4 som namnts ovan for bulk-metoden (t.ex Post 2002) och c.a 7 %o for
aminosyrametoden (Chikaraishi et al 2009, Nielsen et al. 2015).

Syftet med denna studie var att jamfora de tre 3'°N-baserade metoderna for att rédkna ut
fodovavsposition, TP, i torsk fran Ostersjon:
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1) bulkmetoden med bldmussla som baslinje (Post 2002, Vander Zanden &
Rasmussen 1999)

2) aminosyrametoden med enbart tva aminosyror (Chikaraishi et al 2009), samt med
uppdaterade TEF fér Glu-Phe (6,7 istallet for 7,6; enligt Nielsen et al. 2015).

3) aminosyrametoden med né&stan alla aminosyror (enligt Nielsen et al. 2015, d.v.s
med foljande source aminosyror exkluderade; Treonin, Glycin, Seronin och
Metionin)

Metod:

Retrospektiva analyser med berékningar av TP enligt ovan i den 40 ariga tidsserie i torsk
insamlad fran sydostra Gotland (poolade prover av muskelvavnad baserat pa 10 jamnstora
individer om 35 cm for varje ar, alltid insamlade i november) anvands har. Frystorkat
material om 3 mg fran dessa pooler har skickats till UC Davis Stable Isotope Facility for
extraktion av aminosyror foljt av &®N-matningar i de enskilda aminosyrorna.
Ekvationerna i Chikaraishi et al. (2009) och Nielsen et al. (2015) har sedan beraknats.
Eftersom torsk vid denna storlek framfor allt livnar sig pa stromming och skarpsill
(Neuenfeldt et al 2020) forvantas fodovavspositionen att ligga runt 4 for alla metoder.
Korrelationer (Kendall-tau) med de tre metoderna utfordes pa hela tidsserien, samt en
indelning av tidsserien i dalig och god tillvaxtperiod for torsk (de forsta ca 15 resp. de
senaste 25 aren) for att jamfora hur robusta TP-estimaten ar mot forandringar i
fysiologi/miljofaktorer under dessa tidsperioder (Fig 1). For torsk saknas ar 2014 fran
miljoovervakningen. Blamussla (baslinjen) saknas fran fem ar (1983, 1992, 1995, 2018
och 2019; de senaste tva aren ar insamlade men av annan storlek an musslorna i denna
studie och d&rfor exkluderade i denna analys).
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Figur 1. Fordndring éver tid i konditionsfaktor (Fulton’s K) for de torskar som anvants
i denna studie. Varje datapunkt representerar medelvéardet av 10 individer. Den rdda
vertikala linjen representerar statistisk brytpunkt vid ar 1995 varefter konditionsstatus
forsamrats for torsken.
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Resultat och diskussion: De olika metoderna resulterade i olika estimat for TP, med
hogst véarden for TP (néra eller hégre an 4) for den aminosyrametod som inkluderade
nastan alla aminosyror (Nielsen) och lagre an forvéantat TP (under 4) fér bulk-metoden
och for den aminosyrametod som endast anvanda tva aminosyror. Vi testade att ocksa
inkludera de fyra source aminosyror som inte anvandes i Nielsens ekvation med resultatet
att TP-vardena blev &nnu hdgre (ndrmade sig TP 5, dock samma 6kning 6ver tid, visas gj
i figur). Om TEF (trophic enrichment factor) sétts till 6,7 istallet for 7,6 i Glu-Phe
metoden (uppdatering enligt Nielsen et al. 2015) sa blir vardena mer lika Nielsen-
metoden. Att bulkmetoden underskattar TP estimaten kan bero pa att baslinjen,
blamusslan, inte fullt ut representerar kvéave-baslinjen i utsjon eller att blamusslan har
hogre 5'°N &n forvéntat for en baslinje. Bldmusslan vaxer langsamt i Ostersjons brackta
vatten vilket p&verkar dess kvidveomsittning och kan leda till forhéjda §°N varden
(signifikanta samband med §*°N och salthalt hos blamussla, se Karlson 2019).
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Figur 2. TP forandring i torsk fran Gotland over tid for de olika metoderna. TP med de
tva aminosyrorna glutaminsyra och fenylalanin (Glu-Phe) visas bade som i
originalekvationen (Chikarishi et al. 2009, ofyllda symboler) och med uppdaterad TEF
(enligt Nielsen et al. 2015, morkgrd). Metoden med samtliga (se metod) aminosyror
refereras har som TP_Nielsen. Varje datapunkt representerar medelvardet av 10
jamnstora fullvuxna individer. Trendlinjer visar rullande medelvérde (5 &r). Okningar
Over tid ar signifikanta for aminosyra-ekvationernas estimat (men inte for bulk-
ekvationens varden (blagra symboler), se text for detaljer.

Under hela tidsperioden (1981-2019) sa visade de olika aminosyra-metoderna i torsk (Fig
2) signifikanta 6kningar 6ver tid; TP_glu-phe hade ett tau-véarde pa 0.39, p<0.05 (samma
trend oavsett TEF-varde 7.6 eller 6.7) och TP_Nielsen; tau=0.49, p<0.05. Bulk-TP
utraknat fran blamussla som baslinje visade dock ingen 6kning (Fig 2, tau= -0.03) trots
att radata for bulk 5'°N i torsk 6kade 6ver tid, eftersom mussel-baslinjen ocksa visade pa
en 6kning over tid (Fig 3; bulk torsk tau=0.41, p<0.05 och blamussla tau= 0.31, p<0.05).
Enligt maganalyser pa torsk i denna storleksklass (ca 35 ¢cm) har det inte skett nagra
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betydande forandringar i bytessammansattningen vad galler bottenfauna och fisk under
denna tidsperiod (Neuenfeldt et al 2020). Andelen skarpsill i dieten hos torsk 6kade under
90-talet (medan strommingsbiomassan var relativt konstant) men borde inte resulterat i
hogre TP eftersom skarpsill &r en utpraglad planktivor fisk (TP=3) medan strémming ar
mer omnivor med aningen hoégre TP an skarpsill. Kannibalism ar mycket ovanlig i torsk
och bor inte heller forklara de 6kningar som ses i aminosyrametodernas TP samt i radatat
for bulk 8°N (Fig 3, trenden i bulk TP blir oférandrad 6ver tid eftersom dven baslinjen
Okar, Fig 2). Det ska dock tilldggas att maganalyser inte nddvandigtvis kan utgdra facit
pa arshasis eftersom maganalyser representerar dieten endast vid insamlingstillfallet (som
gors en gang per ar, Neuenfeldt et al 2020) medan isotopsammanséattningen representerar
en langre tidsperiod (sensommar-host i miljodvervakningen).

14 -
12 -

10 ~

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

bulk-torsk bulk-bldmussla  ® fenylalanin-torsk

Figur 3. Rddata 5N under tidsperioden 1981-2019 for ’source” aminosyran
fenylalanin samt i bulk 6*°N for bade torsk och bl&mussla (se Karlson 2019 fér mer
information om blamussla). Trendlinjer &r rullande medelvérden (5 ar). Baserat pa icke-
parametrisk Mann-Kendall test 6kar 0*°N 6ver hela tidsperioden i bulk-bl&mussla och
bulk-torsk men inte i source-aminosyran fenylalanin i torsk (se text). Varje datapunkt
representerar medelvardet av 10 individer for torsk eller 5 fér mussla.

Oavsett tidsperiod undersokt (hela, den forsta eller den senaste nar torsken hélsa
forsamrades, se Figur 1) sa korrelerade de olika aminosyrametoderna (baserat pa tva eller
alla aminosyror) signifikant med varandra (tau=0,51-0.58, p<0.05). Radata bulk 5'°N
korrelerade med aminosyra-metodernas TP varden under hela eller forsta tidsperioden
(tau=0.40-0.58, p<0.05), men inte under den senaste tidsperioden (tau<0.16). Bulk-
metodens TP estimat korrelerade aldrig med aminosyrornas estimat (tau<0.17), oavsett
tidsperiod (daremot negativt med sin baslinje och positivt med bulkradatat). Det ar
valkant att fysiologisk status paverkar TEF-varden (Martinez del Rio & Wolf 2005) och
det &r inte omdjligt att dessa TEF inte varit konstanta 6ver tid for vare sig torsk eller dess
bytesdjur (tex stromming har ocksd haft en langre period med forsamringar i
konditionsstatus, ex Casini et al. 2010) vilket direkt paverkar TP-estimatet. Metoden som
anvander sig av alla aminosyror (Nielsen et al. 2015) visar pa starkast ckning 6ver tid,
vilket kan tankas bero pa att en del aminosyror reagerar tydligare mot ex. svalt eller stress
och att sddana aminosyror behover exkluderas fran ekvationen. Mer studier behovs som
identifierar sadana aminosyror (Karlson et al 2021).
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Slutsatser: Baserat pa resultaten i denna studie rekommenderas att Chikaraishi-metoden
med tva aminosyror, Glu och Phe, men med uppdaterad TEF (Nielsen et al. 2015) anvéands
for EQS Korrigeringar snarare &n bulk metoden eller metoden som inkluderar alla
aminosyror, men att resultaten maste tolkas med forsiktighet; en 6kning 6ver tid kunde
ses for Glu-Phe men 6kningen var mer markant over tid nar alla aminosyror anvandes i
Nielsen-ekvationen (hdgre tau-vérde). Kostnaden for dmnesspecifika isotopanalyser &r
ungefar 10 ganger hogre &n bulk-metoden; analyser av bulk isotoper av §'C och §'°N
(analyseras tillsammans) kostar drygt 70 kr per prov vid UC Davis Stable Isotope Facility
men det behdvs utover fiskprov ocksa prov av baslinjen (ex blamussla fran samma region
och provtagningstillfalle) vilket dubblerar antalet prover for analys inklusive
arbetskostnad for provberedning och insamling. Ett prov for 3®°N-aminosyror kostar
drygt 1500 kr (valuta 1 USD = 9 SEK) men utfors i dagslaget kommersiellt endast vid
UC Davis Stable Isotope Facility.
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Per-Arvid Berglund (forste assistent vid Naturhistoriska riksmuseet) och Victoria
Engstrém (examensarbetare vid Stockholms Universitet) forberedde alla torskprover for
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