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BAKGRUND

Under 2016 undersokte Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA) pa uppdrag
av Havs- och vattenmyndigheten (HaV) hilsosituationen pa nystigen laxfisk i
Morrumsén, Tornedlven och Umedlven (Statens veterindrmedicinska anstalt,
2017). Under hosten undersoktes dven svampproblematiken i Morrumsan,
Ljungan och Stockholms strém. Bakgrunden till uppdraget var omfattande
sjuklighet och dodlighet pa nystigen laxfisk under tva pa varandra féljande ar
samt kraftiga svampangrepp under hostsdsongen sedan tre ar. Totalt provtogs
112 fiskar. I Morrumsan och Umedlven sdgs UDN-liknande forandringar och
hudblédningar med paféljande svampangrepp. I Torneélven var laget relativt
gott och det vanligaste fyndet var mekaniskt orsakade skador. Rutinanalyser
avseende patogener gav inget entydigt svar. Helgenomsekvensering indikerade
att svarodlade virus kan finnas i populationen, men fynden behéver undersockas
vidare for att sdkerstilla narvaro av virus samt klarldgga virulens och prevalens.
Algsvampen Saprolegnia pavisades endast i 2 av 26 prover, trots att
infektionerna liknade saprolegnios/vattenmogel. Sjukligheten och dédligheten
pa nystigen fisk fortsatte under 2017 och darfér skapades under hésten en
arbetsgrupp bestdende av HaV, Naturvardsverket, Lansstyrelsernas
Fiskeutredningsgrupp (FUG), SVA, Vattenfall AB, Fortum, Géteborgs universitet
(GU), Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU) Aqua (Drottningholm) och Vilt, fisk,
milj6 (Ume4), samt Stockholms universitet (SU) f6r att diskutera hur man skulle
ga vidare. Under varvintern 2018 fick SVA medel fran HaV for att tillsammans
med GU utreda laxdodligheten i Morrumsan och Umeilven ytterligare. SVA
avsatte en del av medlen for ett fall-kontrollforsok med tiaminbehandling av
atervindande Vindelilvslax, utfort av SLU i Umea. Medlen kompletterades med
bidrag fran forskningsfonden utgaende fran det svensk-finska gemensamma
fiskekortet for Torneélven, samt bidrag fran Naturvardsverket.

METODER

Undersokningarna 2018 inriktades pa att definiera laxarnas fysiologiska status,
det vill sdga hur vil fungerande deras livsfunktioner ar. Ett batteri av biologiska
parametrar, si kallade biomarkorer, analyserades darfor i de provtagna laxarna
(Tabell 1). De utvalda biomarkoreran ar optimerade for kustnira miljoover-
vakning och fokuserar framforallt pa effekter av miljogifter.

For att fa en mer komplett bild undersoktes ytterligare parametrar for att fa en
integration mellan biomarkorer, patologi och kemi: sjukdomssymptom som
yttre och inre synliga sjukliga forandringar noterades och histologi av ytterligare
organ utover lever genomfordes. Dessutom gjordes analyser avseende tiamin
och antioxidanter (vitamin E/a-tokoferol, karotenoider totalt samt specifikt
karotenoiderna astaxantin, vitamin A (total och retinol)).
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Tabell 1. Centrala livsfunktioner/rubbningar i centrala livsfunktioner och
biomarkorer som anvants for att mata dessa funktioner.

Funktion/parameter

Variabel / biomarkér

Energi
Tillvaxt
Kondition
Reproduktion

Endokrina stérningar

Leverfunktion
Avgiftningsfunktioner
oxidativ stress

Genotoxicitet

Kolhydratmetabolism
Stress

Total kroppsvikt, somatisk vikt, langd, alder,
konditionsfaktor

Gonadosomatisk index (GSI)

Halt av skoldkortelhormon (T3 o T4) i plasma samt ratio
T3/T4

Lever somatiskt index (LSI), leverhistologi, EROD-aktivitet,
glutationreduktas, glutation S-transferas, katalas.

Mikronuklei i réda blodkroppar

Blodglukos

Syretransport Hematokrit, hemoglobinhalt, omogna réda blodkroppar
Immunforsvar Antal vita blodceller, lymfocyter, neutrofiler,

monocyter/makrofager, trombocyter, komplementfaktorer
Saltbalans Jonhalter (klorid, natrium, kalium och kalcium) i plasma
cellskador

Val av lokaler och antal fiskar

Morrumséan och Umedlven valdes som priméra lokaler d& de haft sinsemellan
liknande problematik under féregaende ar och i undersokningarna 2016.
Tornedlven valdes som jamforelselokal da undersékningarna 2016 visade pa en
annorlunda problematik in i ovanstiende vattendrag. Aven Indalsilven lades till
som jamforelselokal da det vid 2017 ars stamfiskintag noterats en hog andel
fenskador och UDN-liknande forandringar. For att {4 ett vastkustvattendrag att
jamfora med lades dven Lagan till pa hosten. Planen var att ta 30 fiskar i
Morrumsén respektive Umeélven och 20 fiskar vardera i Torneilven,
Indalsédlven och Lagan.

Genomfoérande, fangstmetoder och férvaring av fisk

Provtagningarna genomfordes gemensamt av personal fran SVA och GU, med
hjalp av personal fran Sveaskog/Morrums kronolaxfiske, Vattenfalls
kompensationsodlingar (Umeélven, Indalsilven), Statkrafts
kompensationsodling (Lagan) samt lokalbefolkningen i Hedenaset/Risudden i
Tornedalen.

Fangstmetod varierade, da forutsattningarna skiftade beroende pé vattendrag. 1
Morrumséan anvéindes sp6 (pool 1 - 4), falla i Kungsforsen, havning i
Kungsforsen samt tomning av trappan i Marieberg for att fanga fisk. I
Torneilven fangades fisken genom drivnétsfiske vid Risudden. I Umeélven
fdngades fisk i laxtrappan. I Indalsédlven anviandes stamfiskfillan och i Lagan
anvandes elfiske.

Eftersom flertalet analyser kraver att fisken ar helt nydod vid provtagning
sumpades all fisk som inte kunde provtas direkt i samband med fangst.
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Obduktion och provtagning

Fisken bedovades med ett slag i huvudet och avlivades genom avblodning.
Obduktion och provtagning genomfordes darefter omgaende. Eventuella
utvindigt och invandigt synliga forandringar samt parasitborda noterades.
Liangd, vikt, levervikt och gonadvikt registrerades for berdkning av
konditionsfaktor (CF) enligt Fulton (somatisk vikt (g) x 100/14dngd (cm)3),
leversomatiskt index (LSI) och gonadosomatiskt index (GSI) (lever- resp
gonadvikt (g)/somatisk vikt (g) x 100). Blod och organ togs ut fér analys enligt
nedanstiende.

Histopatologi

Bitar av lever, njure och mjilte och skars ut for histopatologisk bedomning och
placerades i 4 % formalin for fixering. Fran enstaka fiskar togs hudbitar fran
omraden med UDN-liknande nekroser. Efter 2 — 3 dagars fixering biaddades
organbitarna in i paraffin, snittades, lades pa objektsglas och fargades med
Hematoxylin-Eosin (HE). Glasen kodades for att blinda bedémaren for fiskarnas
identitet. Histopatologisk bedomning gjordes darefter genom mikroskopering av
vavnadssnitt fran lever, njure, mjalte och hjarta.

I hjartat bedomdes inflammatoriskt och degenerativt/regenerativt status pa
formak, kammare och bulbus arteriosus i alla lager (hjarthinnan,
hjartmuskulatur (elastisk bindviav i bulbus) samt endokardiet (det inre cellagret
mot kirl och kammare)).

I mjalten kontrollerades forekomst av makrofagcentra, vavnadsdod, forekomst
av parasiter, tecken pa inflammation samt bindvavsinvixt.

Lever bedomdes avseende vakuolisering (naringsupplagring), parasitférekomst,
inflammation och degenerativa/regenerativa forandringar. Inflammation
bedomdes utifran forekomst av 1) makrofagcentra 2) inflammationshardar utan
bindvavsinvaxt 3) granulom (kroniska inflammationshirdar med
bindvavsinvaxt). Degenerativa forandringar inkluderade en bedomning av
cellsvullnad, celldegeneration (reversibelt stadium av tillbakabildning) och
nekros (vavnadsdod).

Njure bedomdes avseende inflammatoriskt och degenerativt/regenerativt status
pé dels nefron (filtrerande enheter, inkluderande glomeruli och tubuli), dels
blodbildande vavnad (interstitium).

Blodutstryk gjordes for cytologisk bedomning (réda och vita blodkroppar).
Utstryken fixerades och fairgades med May Griinewald Giemsa (MGG) och
avkodades med samma nummer som de histologiska snitten. Bedémning
gjordes vid 650 - 1000 X forstoring. Fordelningen av olika vita blodkroppar per
totalt 100 st registrerades med hjalp av en diffraknare, Andelen lymfocyter,
neutrofiler, monocyter/makrofager och trombocyter noterades. Avseende roda
blodkroppar screenades varje blodutstryk cirka 5 min och blodkropparna
bedomdes avseende form pa kiarnan, forekomst av mikronuklei eller andra
inklusioner i cytoplasman samt forekomsten av omogna stadier (erytroblaster
och proerytrocyter) per fem synfilt.
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Bedomningarna for njure och lever fordes in i en databas for att fa ut
sjuklighetsindex. Forekomst av erytroblaster och proerytrocyter i blodutstryken
samt andelen neutrofiler och monocyter/makrofager per 100 vita blodkroppar
lades till och kategoriserade variabler for normal eller for hog forekomst av
neutrofiler (s.k. neutrofili) respektive monocyter/makrofager (s.k. monocytos)
skapades. Neutrofiler ska normalt utgéra max 10 % och monocyter/makrofager
max 2 % av de cirkulerande vita blodkropparna (Mumford, S. et al, 2007), men
cut-off f6r onormalt hog forekomst sattes vid 15 % respektive 5 % for att tillata
en felmarginal.

Nar alla parametrar var inforda erholls avkodningslistan sa att &ven laxarnas
ratta identitet kunde foras in och data anviandas for statistisk berdkning.

Virus

Virusodling gjordes pé enstaka fiskar som visade symptom forenliga med
virusinfektion. Virusodling gjordes enligt EU:s riktlinjer (Kommissionens
genomforandebeslut (EU) 2015/1554). Kortfattat anvandes tva cellinjer (BF-2
och FHM), som inokulerades med provmaterial och inkuberades vid 15°C under
en vecka, varefter passage till nya celler gjorde. Totalt inkuberades proverna tva
veckor.

Svamp

Svamp odlades genom att skrapa svamphyfer fran infekterad hud pa provtagna
fiskar med svamp. Hyferna placerades i ror med PG1-agar och réren
inkuberades vid 20°C under 3 — 4 dagar. De svampisolat som vixte i roren
renodlades och preliminar bedomning avseende vattenlevande algsvampar
(Saprolegnia spp. eller inte) gjordes genom mikroskopering av hyfer fran
vaxande kolonier.

Den PCR-metod avseende svamp som sattes upp vid laxundersokningarna 2016
(Thoen et al., 2015) hade problem att identifiera Saprolegnia (vattenmogel) och
ett antal misstiankta isolat kunde aldrig artbestimmas. Darfor sattes en realtids-
/qPCR specifikt for Saprolegnia spp., och Saprolegnia parasitica (Rocchi et al.,
2017) upp. Metoden kompletterades med en egendesignad qPCR for
Saprolegnia diclina-gruppen. For validering av qPCR-metoden koptes
referensisolat frain Westerdijk referensstamskollektion i Nederldnderna. Utover
de isolat som samlades in under 2018, anviandes alla svampisolat fran
laxundersokningarna 2016 (Statens veterindrmedicinska anstalt och Evira,
2017) for att slutligen forsoka karakterisera dessa ordentligt.

Blodparametrar

Hematokrit (HAEMATOKRIT 200, Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Germany), hemoglobinkoncentration (HemoCue® Hb 201+ System,
HemoCue AB, Angelholm, Sweden), och blodglukos (HemoCue® Glucose 201+
System, HemoCue AB, Angelholm,Sweden) mittes omgaende efter att blodprov
tagits ut. Resterande blod 6verfordes till flera eppendorfror och centrifugerades
vid 5 000 x g 2 min. Plasma och roda blodkroppar separerades till olika ror och
lades pa torris. Roren forvarades vid -80°C tills analys genomfordes.
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Plasmajoner (K+*, Na*, Ca2 och CI-) och pH mittes med en elektrolytmétare
baserad pa jonselektiv elektrod-teknologi (Convergys® ISE comfort Electrolyte
Analyzer, Convergent Technologies, Colbe, Germany).

Vidare bestamdes blodets hemolysgrad , komplementaktivitet samt halter av
hormonerna trijodtyronin (T3) och tyroxin (T4). Sammanfattande
metodbeskrivningar for dessa analyser finns i Bilaga 1, punkterna 1 - 2.

Enzymatisk aktivitet och 6vriga biomarkoérer i viavnad

Uttag av och férvaring av prover

Muskel och hjiarna togs ut for analys av enzymet acetylkolinesteras (AChE).
Lever togs ut for analys av enzymerna glutationreduktas (GR), glutation S-
transferas (GST) och katalas (CAT) samt matning av 7-etoxyresorufin-O-
deetylas (EROD)-aktivitet. Organbitarna frystes i samband med provtagningen i
flytande kvéve for transport till laboratoriet.

Inf6r analys homogeniserades muskel och hjarna (3x3 glas/teflon) i 0,1 M
natriumfosfatbuffert med tillsats av 0,1 % Triton X-100 och centrifugerades vid
10 000 X g, 20 min och 4°C. Portioner av supernatanten (S10) frystes
omedelbart vid -80°C tills analys genomfordes.

Lever homogeniserades (3x3 glas/teflon) i en standardiserad homogenise-
ringsbuffert (0,1 M natrium/kaliumfosfat (pH 7,4) och 0,15 M kaliumklorid).
Efter centrifugeringssteget (10 000 x g, 20 min och 4°C) ultracentrifugerades
supernatanten vid 100 000 x g, 60 min och 4°C). Portioner av de cytosola
fraktionerna (S100) frystes omedelbart vid -80°C, medan mikrosomfraktionen
resuspenderades med standardiserad homogeniseringsbuffert med tillsats av 20
% glycerol. Portioner av losningen frystes vid -80°C tills analys genomfordes.

Analysmetoder

Sammanfattande metodbeskrivningar och referenser finns i Bilaga 1,
punkterna 3 - 8. Spektrofotometri anvindes for matning av AChE, CAT, GR,
GST och proteinhalt. For matning av EROD-aktivitet anvindes
spektrofluorometri.

Vitamin- och antioxidantanalyser

Analyser avseende tiamin (vitamin B1), a-tokoferol (vitamin E), total mangd
karotenoider, samt specifikt for karotenoiderna astaxantin och vitamin A
(totalhalt och retinol) utfordes vid finska Livsmedelsverket Ruokavirasto
(tidigare Evira). Tiamin i lever och karotenoider mittes hos alla fiskar, medan
astaxantin, vitamin A och E mattes hos 40 fiskar, dar Ruokavirasto sjdlva gjorde
ett urval 10 honor per lokal utom Morrum som exkluderades fran den utékade
analysen. Tiaminanalys gjordes ocksé i rom, men all rom kunde inte analyseras
utan rom frén alla honor i Umeélven, Indalsilven och Lagan analyserades.

Uttag av och forvaring av prover

For tiamin-analys togs en leverbit pd 5 g samt 2 ml rom. For karotenoider,
astaxantin, vitamin A och vitamin E togs ca 100 g ryggmuskel mellan huvudet
och ryggfenan pa fiskens vanstra sida. Alla prover frystes omedelbart pa torris,
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utom rommen som frystes i flytande kvive, och holls frysta vid -80°C i vantan pa
analys. Vid transporten till Ruokavirasto anvéndes torris for att bibehalla
temperaturen pa -80°C.

Analysmetoder

Den totala karotenoidkoncentrationen méttes med spektrofotometri enligt
Pettersson och Lignell (1999) med mindre modifieringar. Ovriga ananalyser
gjordes med sa kallad high-performance liquid chromatography (HPLC),
astaxantin analyserades enligt Schierle et al. (2014), med mindre modifieringar,
vitamin A och E analyserades enligt Kommissionens férordning (EG) nr
152/2009 Bilaga IV med mindre modifieringar och tiamin analyserades enligt
Vuorinen et al. (2002).

Mycket kortfattat vigdes viavnaderna in - 0,5 g muskel for karotenoidanalys, 4 g
muskel for astaxantinanalys, 15 g muskel for vitamin A- och E-analys och 0,5 g
lever eller rom f6r tiaminanalys och homogeniserades. Darefter extraherades
respektive d&mne i en flerstegsprocess innan analys med spektrofotometri eller
HPLC genomférdes. En mer omfattande metodbeskrivning for respektive
analysmetod finns i Bilaga 2.

Metabolomik

Som komplement till biomarkoranalyserna paboérjades d&ven en metabolom-
studie med hjilp av Nuclear magnetic resonance (NMR) pad NMR centrum vid
Goteborgs Universitet. Metabolomik ar en hypotesgenererande teknik som kan
leda till upptéackten av nya okidnda effekter eller sjukdomstillstdnd. Med
tekniken identifieras samt kvantifieras alla metaboliter i ett biologiskt prov som
till exempel plasma.

Bankning av provmaterial

Muskel, lever och 2 x 1,5 ml plasma samt 2 x 1,5 ml blodkroppar tillvaratogs och
frystes pa torris for att sedan hallas frysta vid -20°C for SU:s rakning. Medel for
SU:s verksamhet rymdes inte inom detta projekt men analys av hydroxylerade
polybromerade difenyletrar kommer att kunna goras inom ramen for ett annat
projekt (finansierat av Formas) och kommer att paborjas under 2019. Dessutom
far SLU Aqua, s6tvattenslaboratoriet, finansiering fran Foma-Giftfri miljé och
planerar att studera M74 kopplat till miljogifter, algtoxiner och diet p4 material
som samlats in. Material som blir 6ver efter SU:s och SLU:S analyser kommer
lagras i Miljoprovbanken pa Naturhistoriska riksmuseet.

For Danmarks tekniska universitets rakning tog material ut for undersokning av
piscint reovirus (PRV). Hjarta preparerades for histopatologisk undersékning,
en liten bit mjalte och hjéarta lades i ett 1,5 ml-réor med RNAlater och ett annat 1,5
ml-ror fylldes med hackad mjalte. Roret med mjélte frystes omedelbart pa torris.
Roret med RNAlater frystes vid hemkomst och bada roren sparades vid -80°C.

Fjallprov togs fran alla fiskar och lamnades till SLU for arkivering och eventuell
senare genetisk analys.
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Utvirdering av vandringsframgang hos tiaminbehandlad vuxen lax i Umeilvens
nedre del

Fangst, mirkning och tiaminbehandling

Laxarna fangades i laxryssja vid Langhalsudden i Obbola, Umeilvens mynning.
Fangst och mirkning omfattade fler laxar &n de tiaminbehandlade som en del av
ett annat projekt for utvardering av vandringsframgéng till foljd av vandrings-
forbattrande atgiarder i Baggboleomradet i den gamla dlvfaran, samt effekter av
klimatférandringar pa laxvandring. De obehandlade laxarna fran det projektet
och som maérktes parallellt med de tiaminbehandlade utgjorde kontrollgrupp.
Tiaminbehandlingarna genomfordes under perioden 2 juli till 13 juli. Totalt
mairktes 116 laxar under perioden, varav hélften fick tiaminbehandling.

For utvardering av vandringsframgang marktes laxarna med PIT-tags (passiva
transpondermairken, Biomark, FDX 12 mm). I fisktrappan i Norrfors ca 30 km
uppstroms Umedlvens mynning registrerar 14 lasare passerande PIT-tagméarkta
fiskar. Laxarna overfordes en i taget fran ryssjan till en vattenfylld ranna i baten
(Figur 1) varefter kon, 1angd och eventuella skador noterades. Ett fenprov togs
for genetikanalys for att fa veta laxens stamtillhorighet. Darefter injicerades en
PIT-tag uppifran vid sidan av ryggraden med hjalp av en PIT-pistol (MK-25
Rapid Implant Gun) enligt aterférséljarens instruktion. De laxar som inte fick
tiaminbehandling var diarmed klara for aterutsittning vid sidan av baten.

Tiaminbehandling gjordes direkt efter den ovan beskrivna markproceduren. De
laxar som fick tiaminbehandling vindes d& med buken uppét i rannan for
injektion av tiaminlosningen (Figur 1). Den stamlosning som anvandes
utgjordes av 50 g tiaminhydroklorid/1 redestillerat vatten (rekommendation enl.
Lennart Balk, Stockholms universitet), och varje lax injicerades med 1 ml av
denna l6sning. Laxarnas vikt listes av i en langd-vikt tabell. Efter injektion
aterutsattes laxen forsiktigt. Forsoken gjordes under djurforsoksetiskt tillstdnd
A20-18.

Figur 1. Injektion av tiamin i bukhalan (vanster bild) och market efter
behandlingen som det sdg ut pa lax som aterfangades nigra dagar senare
(hoger bild).

Foto Annika Holmgren.
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Statistik
Data avseende provtagningsplats, kon, somatiska data, obduktionsfynd,
histopatologiska forandringar i lever och njure, blodbild, fysiologiska parametar
och vitaminhalter lades in i en gemensam databas.
Data bearbetades statistiskt i SPSS (IBM, version 25). Shapiro-Wilks test
anvandes for att undersoka normalférdelning, Brown-Forsythe’s test for
homogenitet av variansen och individuella tester for skillnader mellan
vattensystemen. Utifran resultaten valdes vidare testmetoder enligt Tabell 2.
Tabell 2. Statistiska metoder som anvandes for bearbetning av data, valda
utifran féordelning och varians.
Normalférdelade data Varians Statistiskt test Post hoc-analys
Ja Homogen ANOVA Tukey-Kramer
Heterogen Welch-ANOVA Games-Howell
Nej Homogen Kruskal-Wallis Dunn-Bonferroni
Heterogen ej genomfort ej genomfort

Avseende tiaminbehandling kordes bootstrap-analys. Grupperna med respektive
utan tiaminbehandling testades med hjilp av resampling med aterldggning fran
varje grupp. Antal observationer som drogs fran varje grupp motsvarade
gruppens storlek. Gruppernas medelviarden berdknades och jamférdes for varje
par och 10 000 berdkningar gjordes med varje parvis jamforelse av grupperna.
Ensidiga test valdes med a=0,05.

RESULTAT
Situationen i de provtagna dlvarna 2018

Mérrumsan

Sedan den automatiska fiskraknaren med kamera installerades vid trappan i
Marieberg infor sdsongen 2010 har 221 st (2010) — 1395 st (2013) laxar passerat
raknaren arligen. Under 2018 passerade dock endast 143 laxar, varav 62 (43 %)
honor, 53 (37 %) hanar och 28 (20 %) av oként kon. Det var dven bottennotering
for 6ring (92 st jamfort med 186 — 800 st 2010 — 2017) och for laxing (4 st
jamfort med 19 — 55 st 2010 — 2017). Ytterligare 67 laxfiskar av obestamd art
(lax, oring eller laxing) passerade trappan under 2018.

Redan i maj var det varmt i vattnet (uppat 20°C) och steget gick trogt.
Vattenforingen var mycket ldg. Den sista maj hade atta laxar passerat trappan i
Marieberg mot normalt ca 30 — 150 st. De sl6a sjuka, déende och déda laxar som
varit en vanlig syn ldngs an under april-maj sedan 2014 forekom inte under
varen 2018. Daremot forekom senare under sommaren sjuk och dod lax i
lugnvatten (personlig kommunikation, Morrums Kronolaxfiske).

Vid provtagningarna i maj och juni noterades att fisk slog relativt frekvent i pool
1 — 4 nedstroms Kronolaxfiskets lokaler, men ingen vandring uppat genom
Kungsforsen verkade forekomma.
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Svampangrepp under hosten har varit vanligt forekommande sedan 2013.
Svampen angriper fisken redan innan lek och har lett till att mycket lekfisk, bade
lax och 6ring, har détt innan leken borjat. Aven 2018 var svampangrepp vanliga.
Svampangripna fiskar borjade noteras i slutet av fiskesdsongen (september) och
en stor andel av de laxfiskar som gick genom riaknaren direfter var
svampangripna (personlig kommunikation, Mérrums Kronolaxfiske).

Tre laxar har rapporterats i SVA:s rapportportal (Figur 2D), en i mitten av maj
(sar vid analoppning) och tva déda i mitten av juli. Detta ar en kraftig minskning
gentemot 2016 och 2017 da 66 respektive 15 rapporter om sjuka eller doda
laxfiskar, ofta inkluderande mer an en fisk, inkom frdn Morrumséan.

Torneslven

Tornedlven dr en av virldens viktigaste vattensystem for reproduktion av
atlantlax (Luke 1). Enligt uppfoljningsdata fran finska naturresursinstitutet
(Luke 2) passerade 47 028 laxar riaknaren i Kattilakoski fran mitten av maj till
mitten av september. Steget 2018 ar jamforbart med tidigare ar sedan 2012, da
ca 40 000 — 60 000 laxar passerat raknaren med undantag for rekordaren 2014
och 2016 da ca 100 000 laxar passerade Kattilakoski.

Under 2018 rapporterades totalt 44 sjuka eller doda laxfiskar fran
Tornealvssystemet och mynningsomradet/Haparanda skiargard (Figur 2B). Av
dessa var 39 st laxar, 4 6ringar och 1 harr. Tre laxar rapporterades fran
Muoniodlven (rinner samman med Torneédlven strax nedstroms Kengis), 31
laxar, 3 oringar och 1 harr frdn Torneélven, 4 laxar och 1 6ring frdn mynningen
(6n Tirro) samt 1 lax fran Seskar6. Rapporterna kom in mellan 28 juni och 19
augusti, varav 31 st i juli. Atta fiskar observerades svaga/doende och 33 hittades
doda. Endast tva rapporterades som skadade vid fangst pa spo, och en var
fangad i falla. Merparten av bade doda och doende fiskar rapporterades ha
svamp. Laxen som fangats i filla hade omfattande fjallforluster. De tva
spofangade laxarna hade sarskador, en pé stjartfenan och en pa kinden. Tva
doéende och tre doda fiskar rapporterades ocksé ha sarskador. Sarskador pa tva
av de doda fiskarna har inte dokumenterats med foto eller beskrivits, varfor det
ar svart att avgéra om de uppkommit fore eller efter doden. Likasé ar det svéart
att avgora hur omfattande svampangrepp varit vid dodsogonblicket om inte
fisken ar nydod. Merparten av de fiskar som hittats doda beskrevs eller kunde
via fotodokumentation konstateras som ruttna. En lax och en 6ring som hittats
doda hade kraftiga UDN-liknande forandringar pa huvudet.

Antalet inkomna rapporter under 2018 6kade gentemot 2017 (26 st) men var
farre 4n 2016 (70 st).

Ume-/Vindelilven

I dlven finns bade naturligt reproducerande Vindeldlvslax och kompensations-
odlad lax. Totalt passerade 12 877 laxar raknaren i Norrfors. Av dessa var 11 586
Vindelalvslaxar och 1 291 hade ursprung i kompensationsodlingen.
Konsfordelningen var skev, med 700 (6 %) honor, 10 698 (92 %) hanar (varav ca
90 % grils) och 188 (2 %) av okant kon bland Vindelilvslaxarna samt 142 (11 %)
honor, 1 135 (88 %) hanar och 14 (1 %) av okint kon bland de odlade laxarna.
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Véarfloden 2018 var tidig och hogre dn de senaste aren. Mycket drivgods och spill
foljde med genom utskoven. Fran andra veckan i juli var vattentemperaturen
négra grader 6ver den som noterats de nirmast féoregdende aren. Mellan 15 juli
och 12 augusti lag vattentemperaturen éver 20°C, med en toppnotering pa
24,3°C den 3 augusti. Redan tidigt under steget sags svag och svampangripen
fisk vid trappan i Norrfors. De laxar som passerade trappan under hosten sag
forhallandevis friska ut. Forsok gjordes att tillvarata avelsfisk under sommaren
men liksom tidigare ar dog de redan efter nagra dagar i bassangen. Grils som
tillvaratagits for annat andamal klarade sig daremot bra. Avelsfisket aterupptogs
i september (personlig kommunikation Ake Forssén, Vattenfall AB).

Totalt inkom 35 rapporter, varav 6 fran Vindelédlven och 6vriga fran Umedlven,
till SVA avseende sjuk eller dod laxfisk under 2018 (Figur 2E). Tjugonio
rapporter gillde laxar, en géllde en 6ring och i fem rapporter hade art inte
angetts och kunde inte heller avgoras utifran eventuella bifogade bilder.
Rapporterna kom in fréan 1 juli till 15 oktober, merparten (86 %) i

juli. Merparten av fiskarna hade observerats déda och svampangripna. For fem
fiskar fanns inte symptom angivet och en dod fisk hade inga symptom utan
misstdnktes ha dott efter catch and release (C&R). Antalet rapporter 6kade
kraftigt gentemot 2017 (7 st) men var i paritet med rapporteringen 2016 (42 st).

Indalsélven

I Indalsilven finns ingen naturligt reproducerande lax d& vandringen stoppas av
kraftverket vid Bergeforsen. Avelsfisket avseende lax till kompensationsodlingen
var rekordartat 2018, det var litt att finga avelfisk och den var i fin form.
Daremot har det varit mycket ont om havsoring for avel de senaste 3 — 4 aren.
Inga hélsoproblem forekom i anldggningen (personlig kommunikation Borje
Sahlin, Vattenfall AB).

Det kom inte heller rapporter via rapportportalen om sjuk fisk i Indalsilven
under 2018. Daremot kom tre rapporter fran Ljustorpsén, som mynnar i
Indalsédlven vid deltat, en fran kusten ndra mynningen och fem rapporter fran
narliggande dlven Ljungan (Figur 2C). Rapporterna gillde laxar, tva laxfiskar
av okind art (Ljustorpsén, kusten), en oring och en sik (bada frin Ljungan). Alla
rapporter inkom under oktober och november och gillde déende eller dod fisk
med svampangrepp. Under 2017 kom 10 rapporter fran kompensationsodlingen
i Indalsélven, och dessa rérde mer an en fisk per rapport. Frin Ljungan kom sju
rapporter 2017 och tre rapporter 2016.

Lagan

I Lagans vattensystem sker naturlig reproduktion av lax enbart i biflodet
Smedjeén, nedstroms Laholm dar kraftverket hindrar vidare vandring. I Laholm
finns darfor kompensationsodling av lax. Vattentemperaturen var hog under
sommaren 2018, runt 23°C, och flédena var 1dga under sommaren. Steget under
sommaren var ldgt, men kom igédng pa hosten nar temperaturerna sjonk och den
totala atervandringen bedomdes som normal men med en stor andel grils.
Under oktober togs 139 honor och 168 hanar in till kompensationsodlingen i
Laholm. Andelen stor fisk var ldgre dn normalt, beroende péa att 67 % av hanarna
var grils mot normalt 40 — 60 %. Bland honorna var 13 % grils. Ingen onormal
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frekvens av sjuklighet i form av sarskador eller slohet/vinglighet noterades vid
infingandet, daremot hade 21 % av avelsfisken lindriga UDN-liknande angrepp
eller enstaka svampflackar. Svampangrepp har varit vanligt férekommande pa
avelsfisken under oktober-november sedan 2015. Odlingen upplevde dven att
det fanns en hog andel svampangripen lax i &n under november (personlig
kommunikation Daniel Axelsson, Statkraft).

Under 2018 kom tva rapporter om sjuk lax i Lagan (Figur 2F). Bada
observationerna gjordes i borjan av november, men den ena rapportoren
papekar att han sett svamp sedan 15 maj och nu i november ar det mycket
svampangripen svag och dod fisk. Under november kom adven tva rapporter fran
Stensan respektive Fyllean och en vardera fran Smedjeén och Vessingean. Alla
rorde svampangripen fisk.
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Figur 2. A) Antal rapporter om laxfiskar i SVA:s rapportportal 2018 samt
narbilder pa den geografiska lokaliseringen av rapporter fran B) Torne- och
Muoniodlven, C) Omradet kring Indalsalvens nedre lopp, D) Mérrumsan, E)
Ume-/Vindeldlven och F) Lagan och 6vriga vattendrag som mynnar i
Laholmsbukten.
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Provtagningar
Provtagningsdatum, fangstmetoder, antal provtagna laxar per lokal anges i
Tabell 3. Totalt provtogs 87 laxar, varav 66 honor och 21 hanar. I Umeilven
hade 29 av 30 fiskar intakt fettfena och bedéomdes darfor vara av vilt
(Vindelalvs-) ursprung. I Indalsdlven var alla laxar, inte ovéntat, fettfeneklippta.
I Lagan hade tva av 13 laxar kvar fettfenan. Det dr oklart om dessa var
kompensationsodlade och hade missats vid markning, eller om laxarna simmat
fel och egentligen hiarstammade fran nagot narliggande vattendrag, t. ex biflodet
Smedjean. Medelviarden + standard error (SE) av morfometriska data for
provtagna honlaxar finns i Tabell 4. Fullstindiga morfometriska data for alla
provtagna fiskar finns i Bilaga 3.
Tabell 3: Provtagningsdatum, fangstmetoder, sumpning och antal planerade
respektive provtagna fiskar i de olika vattensystemen.
Vattensystem  Provtagnings- Fangstmetod Sumpning  Antal Antal fangade laxar
datum planerade (honor/hanar)
laxar
M&rrumsan 21 - 22 maj Spo Nej 30 4 (4/0)
4-5 juni Falla =
Hav -
Trappa Tre
Tornedlven 16 - 17 juni Drivnat Alla 20 20 (14/6)
Umeilven 1-2juli Trappa Alla 30 30 (22/8)
Indalsdlven 3-4sept Falla Alla 20 20 (13/7)
Lagan 22 okt Elfiske Alla 20 13 (13/0)
Tabell 4. Medelvdrden * SE av morfometriska parameterar for honlaxar i de olika vattensystemen.
Vattensystem Langd Vikt (g) Gonadvikt (g) Somatisk vikt (g) Levervikt (g) CF? GSI (%)° LSI (%)¢
(Antal fiskar) (cm)
Mérrumsan (4)  94,0+3,3 10242,5+1283,1 146,88+37,94  100956+1247,7 114,08+1515 1,19+0,14%"  1,37+0,49° 1,13 +0,09%
Tornedlven (14)  90,7+3,1  8645,0 +958,9 218,67+36,59 84263 +926,3 125,94 +14,37¢  1,07+0,07%  2,4540,79% 1,44 +0,16 %
Umeilven (22)  852+1,0 7221,4+296,1 153,58 +13,80  7067,8+285,6 84,84+3,75 1,13+0,08"  2,13+0,58°  1,20+0,14
Indalsslven (13)  82,4+1,8  6182,3 465,83 512,004£71,58  5670,3+405,8 86,27 £ 6,59 1,00+0,07¢¢  875+3,19%"  1,52+0,18
Lagan (13) 83,1£0,7 5176,9+164,9 1119,15 +56,40  4057,8+128,3 59,514503¢  0,71+0,06"  27,63%4,39"  1,46+0,35%w

a CF =Konditionsfaktor: (g) x 100/ldngd (cm)3; » GSI=Gonadosomatiskt index: gonadvikt (g)/somatisk vikt (g) x 100; ¢ LSI= Leversomatiskt index: levervikt
(g)/somatisk vikt (g) x 100; 4 levervikt saknas for en honlax; ¢ LSI saknas for en honlax; «fYVattensystem med samma bokstav for samma analys skiljer sig inte
signifikant fran varandra, Kruskal-Wallis med Dunn-Bonferroni post-hoc analys (CF, GSI), ANOVA med Tukey-Kramer post hoc-analys (LSI). GSI-virdena
logaritmerades innan analys.

En sammanstéllning av fynd i respektive vattendrag finns i Tabell 5.
Svampangrepp noterades i stor omfattning i Umeélven (67 % av laxarna) och i
Lagan (54 % av laxarna). I ovriga vattendrag noterades ingen svamp. UDN-
liknande forandringar pa nosen och huvudet observerades i alla lokaler utom
Torneidlven. Hudblodningar ségs i Morrumsan, Umeélven och Indalsilven. Inga
grava inre symptom som kopplades till sjukligheten noterades. Lindriga
leverblodningar noterades hos en del individer och var det framsta patologiska
symptomet. Fargen pa levern varierade fran relativt morkt brun till gulaktig.
Mjilten var oregelbundet stasad (bubblig) hos enstaka individer, och nigot torr
och skrovlig hos andra. Mérkpigmentering (melanisering) av tarmfettet sags hos
nagra individer i Tornedlven, Umeélven och Indalsilven. Da pigmenteringen
fanns i omradet for bukspottskortelvavnad togs virusprov fran individen i
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Tornedlven for att utesluta infektion med infektiost pankreasnekrosvirus (IPN).
Hos alla individer i Mérrumséan, Torneilven, Umeéalven och Indalsdlven
noterades forekomst av bandmask i olika omfattning i tarmen. Tarmen
oppnades inte pa individerna som provtogs i Lagan, och darfoér har
parasitbérdan inte bedomts. Darutover noterades en del parasitcystor i mjalte
och hjartviagg, parasiter och granulom (sannolikt parasitorsakade) pa levern och
i Lagan noterades forekomst av Anisakis pa de inre organen.
Tabell 5. Yttre och inre fynd vid provtagning av lax 2018
Vattensystem Grad Yttre férandringar Inre fynd
(Antal fiskar) av Hudblédning ”“UDN” Huderosion/ Annan Fenskador Svamp Bandmask Organ-
forand Sar? hudskada® itarm férdandringar
ring
Mérrum (4) Ingen 1 1 1 3 1 4 - Leverblodning: 2
Stasad mjalte: 1
Lindrig 2 1 1 - 3 - 2 Langrevskrok i
Mattlig 1 2 2 1 (avlakt) - - - magsacken: 1
Kraftig - - - - - - 2
Tornedlven (20) Ingen 20 20 19 17 - 20 - Parasitcysta i mjalte: 2
Lindrig - - - 2 (1 avlakt) - - - Leverblodning: 1
Mattlig - - 1 (avlakt) 1 (avlakt) 2 (1 avlakt) - 4 Hyperemi simblasa: 1
Kraftig - - - - - - 16¢ Pigment i tarmfett: 1
Umedlven (30) Ingen 19 14 - 27 24 10 - Leverblodning: 10
Lindrig 9 10 8 - 3 (1 avlakt) 9 5 Pigment i tarmfett: 4
Mattlig 2 4 18 1 2 6 12 Vatska i simblasan: 3
Kraftig - 2 4 2 (1 avlakt) 1 5 13¢ Hyperemi simblasan: 2

Skrovlig mjalte: 2
Hyperemi i tarmvagg: 1
Sammanvaxningar i buk: 1
Cysta pa hjarta: 1

Indalsédlven (20) Ingen 19 19 - 18 13 20 - Granulom lever: 4
Lindrig 1 1 15 - 3 - 16 Parasitcysta mjalte: 3
Mattlig - - 5 ile 3 - - Pigment i tarmfett: 3
Kraftig - - - 1f 1 - 4 Leverblddning: 1

Skrovlig mjalte: 2
Nematod pa lever:2

Lagan (13) Ingen 13 10 5 12 - 6 Ej under- Anisakiasis: 6
Lindrig - 1 7 1 (avlakt) 2 4 sokt Sammanvaxningar i buk: 2
Mattlig - 1 1 - 11 2 Blodning i bukvagg: 1
Kraftig - 1 - - - 1

aInklusive ev. mekaniskt orsakade, djupa skrapskador; b Bit/-rivsar, mekanisk skada orsakad av véld (ex stingning); ¢ varav sju mycket kraftig;
dvarav tvd mycket kraftig; e mekanisk skada 6verkéke; f omfattande fraktur i 6verkiken

Histopatologi

Lever kunde bedémas pa 85 laxar (Tabell 6). Vakuoliseringsgraden i lever
varierade fran noll till mycket kraftig med tecken pa begynnande forfettning. I
Morrumsén, Indalsilven och Lagan var vakuoliseringsgraden 1dg, medan den
varierade over hela skalan i Torneélven och Umeilven. Enstaka parasiter
noterades hos nagra individer. Inflammationsgraden varierade frdn ingen
inflammation (8 st) till méttlig inflammation (12 st). Daremellan fanns 31 laxar
med mycket lindrig inflammation och 34 laxar med lindrig inflammation. Sex
leverbitar var helt utan degenerativa forandringar, medan 11 hade lindriga
degenerativa féorandringar och 68 laxar hade omraden med viavnadsdod. Dessa
omraden var dock sédllan omfattande i vare sig storlek eller utbredning, och
bedomdes som mycket lindrig till méttlig skada (Tabell 6).

18(43)



SVA

Tabell 6. Bedomning av nagra histopatologiska leverparametrar hos 85 laxar

Vattensystem Grad av levervakuolisering Inflammation Degeneration

(Antal fiskar) 1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3 4
Morrumsan (4) 3 1 - - - 2 2 - - 3 1
Tornedlven (20) 6 7 2 4 1 13 6 1 5 10 5
Umeidlven (29)° 7 12 0 8 2 15 12 2 7 18 3 1
Indalsédlven (19)* 19 0 0 0 0 5 7 7 1 14 4

Lagan (13) 13 0 0 0 0 4 7 2 4 6 3

Totalt 48 20 2 12 3 39 34 12 17 51 16 1

2 Leverbit for histologisk bedomning saknades; Vakuoliseringsgrad/inflammation: 1=Ingen/obetydlig, 2=Lag,
3=Mattlig, 4=Kraftig, 5=Mycket kraftig; Degeneration: 1=obetydlig, 2=mycket lindrig, 3=lindrig, 4=mattlig

Andelen skadade glomeruli varierade fran o till 50 % pa individniva (Tabell 7).
Intressant nog sigs fa glomeruliférandringar i Umeilven, dar svampangrepp var
vanliga. Det var inte heller alarmerande mycket cellulart debris i tubuli hos de
fiskarna. Skadade glomeruli var generellt lindrigt till mattligt degenererade och
det fanns ingen koppling mellan en h6g andel degeneration och méttlig-kraftig
regerneration av nefron. Interstitiet bedomdes generellt vara i gott skick. Tva
fiskar hade enstaka parasitgranulom och en hade ett par granulom som
bedomdes som icke parasitorsakade.

Tabell 7. Bedomning av nagra histopatologiska njurparametrar hos 87 laxar

Vattensystem Andel skadade Cellulart debris Regeneration av nefron

(Antal fiskar) glor?eruli.(%) . i tubuli ' o . .
median (min max) ja nej enstaka lindrig mattlig kraftig

Mé6rrumsan (4) 16 (4 —45) 3 1 1 2 1 -

Tornedlven (20) 10 (0-20) 17 3 7 13

Umeilven (30) 6(0-21) 19 11 5 22 3 -

Indalsilven (20) 11 (2 -26) 13 7 6 12 1 1

Lagan (13) 22 (10-50) 8 5 4 9 0

Totalt 9(0-50) 60 27 23 58 5 1

I mjalte noterades inga storre variationer utover blodfyllnadsgrad och inte heller
sjukliga forandringar i form av inflammation eller vivnadsdod eller parasiter.

Omogna roda blodkroppar observerades framst i form av proerytrocyter, det
sista stadiet innan full mognad. Totalt noterades proerytrocyter hos 37 (43 %)
och erytroblaster noterades hos 4 (5 %) av laxarna. Andelen laxar med férekomst
av omogna blodkroppar var 0 % i Lagan, 20 % i Indalsilven, 37 % i Umeilven,

75 % i Morrumsan och 95 % i Torneélven. Enstaka proerytrocyter noterades hos
fem laxar. Lindrig forekomst (1 — 4 proerytrocyter/5 synfalt) noterades hos 13
laxar, mattlig forekomst (5 — 9 erytrocyter/5 synfilt) hos 7 laxar, riklig
forekomst (10 — 19 proerytorcyter/5 synfilt) hos 9 laxar och mycket riklig
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forekomst (=20 proerytrocyter/5 synfilt) hos tre laxar. Maxnoteringen var 112
proerytrocyter/5 synfilt och den laxen hade dven rikligt med erytroblaster (13/5
synfalt). I 6vrigt noterades bara nagon enstaka erytroblast hos en fisk och 1
erytroblast/5 synfalt hos tva laxar. Alla laxar med mycket riklig, dtta av de nio
laxarna med riklig férekomst av proerytrocyter samt tre av fyra laxar med
erytroblaster var provtagna i Torneédlven. Den nionde laxen med riklig forekomst
av erytroblaster provtogs i Morrumsan.

Avseende fordelningen av vita blodkroppar var medianvardet for andel
neutrofiler 11 % av totalantalet vita (min 0 %; max 40 %) och 30 laxar (34 %)
bedomdes ha neutrofili (=15 % av totalantalet vita). Flest fiskar med neutrofili
fanns i Umeilven (17 av 30, 57 %), foljt av Indalsilven (9 av 20, 45 %) och Lagan
(4 av 13, 31 %). I Morrumsan och Tornedlven noterades ingen neutrofili. For
monocyter/makrofager var medianvirdet 19,5 % (min 0 %; max 63 %) och 80
laxar (92 %) bedomdes ha f6rh6jd forekomst (= 5 % av totalantalet vita). Laxar
utan forhojda nivaer av monocyter/makrofager kom fran Torneilven (fyra st),
Indalsédlven (tva st) och Lagan (en st).

Virus och svamp
Virus odlades enbart fran en lax (Torneilven). Provet var negativt, dvs. inget
virus vaxte pa cellkulturen.

Svamp odlades fran fem laxar provtagna i Umeélven. I samtliga prover vixte
potentiella Saprolegnia-kolonier. Inga svampprover togs vid provtagningen i
Lagan. Utover de fem isolaten frdn Umedlven inkluderades 36 isolat fran lax och
oring som drabbats av svamp pa olika lokaler under 2018 och 42 solat fran
laxprojektet 2016.

gPCR:erna for Saprolegnia sattes upp och isolaten fran 2016 och 2018 hann
analyseras innan referensstammarna anlént. Resultaten sig forst lovande ut
med identifiering av bade S. parasitica och S. diclina-gruppen, men nir
referensstammarna anlénde gick de inte att artbestaimma enligt forvantan.

Vi vet i dagslaget inte om det ar de sekvenser som anvands av Rocchi et al.
(2017) eller de inkopta referensstammarna som inte blivit korrekt artbestimda.
Darfor rapporteras inte nagra resultat frain qPCR-kdérningarna.

Blodparametrar

Medelviarden samt standardavvikelser for hematokrit, hemoglobin och glukos
hos honlaxarna i de olika vattensystemen finns i Tabell 8. Hematokriten
varierade mellan 33 — 45 %, hemoglobinviardet mellan 77 — 172 g/1 och
blodglukos mellan 2 — 20,3 mmol/l. Hematokriten var signifikant lagre hos
honor i Lagan dn hos honor i Tornedlven och Umeilven. Hemoglobinvirdet var
signifikant lagre hos honor i Lagan @n hos honor i Umeilven. Honorna i
Umeilven hade signifikant hogre blodglukos dn honorna i 6vriga vattensystem.
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Tabell 8. Medelvarden + SE for blodparametrar i honlaxar fran de olika vattensystemen.
Vattensystem Hematokrit/Htk (%) Hemoglobin/Hb (g/1) Glukos (mmol/l)
(Antal fiskar)
Mo6rrumsan (4) 39,75 + 3,45%8 98,25 + 11,59%F 5,80+ 0,99¢
Torneilven (14) 43,36 +0,89° 110,93 + 4,328 4,59 * 0,22°
Umedlven (22) 45,50 + 0,98~ 126,05 + 3,48~ 12,37 £ 0,958
Indalsélven (13) n.a. n.a. n.a.
Lagan (13) 39,06 + 0,89° 109,62 + 2,808 6,54 £0,77*

oy Vattensystem med samma bokstav for samma analys skiljer sig inte signifikant frin varandra,
Kruskal-Wallis med Dunn-Bonferroni post-hoc analys (Hb), ANOVA med Tukey-Kramer post hoc-analys
(Htk, Glukos). Hb- och Glukos-virdena logaritmerades innan analys.

Medelvarden och standardavvikelser for plasmaelektolyter samt pH i plasma for
honlaxar i de olika vattensystemen finns i Tabell 9.

Tabell 9. Medelvarden + SE for koncentrationer av plasmaelektrolyter samt plasma-pH i
honlaxar fran de olika vattensystemen.

Vattensystem K* (mmol/1) Na* cr Ca* (mmol/l) pH
(Antal fiskar) (mmol/l) (mmol/I)

Mérrumsan (4) 4,13 +0,68* 190,73 + 6,56%F 152,75 + 12,39 %P 1,41 + 0,08« 7,10 + 0,04
Torneélven (14) 4,70 + 0,33 193,97 + 3,14¢ 166,57 + 4,26Y 1,22 +0,03Y 7,16 £ 0,01
Umeilven (22) 4,83 £ 0,24 162,06 + 3,98F 107,68 + 5,08F 1,06 +£0,02° 7,24 £ 0,028
Indalsélven (13) 4,17 £0,17¢ 181,41 +4,17% 145,27 + 2,89 0,98 +0,01° 7,21+£0,01%¥
Lagan (13) 3,98 £0,26* 170,79 + 4,226 149,01 +2,71¢ 1,04 £ 0,028 7,31+0,02°

abyVattensystem med samma bokstav for samma analys skiljer sig inte signifikant frn varandra,
Kruskal-Wallis med Dunn-Bonferroni post-hoc analys (Na+), ANOVA med Tukey-Kramer post hoc-analys
(K+, Ca2+), Welch-ANOVA med Games-Howell post hoc-analys (Cl).

Enzymatisk aktivitet och 6vriga biomarkoérer i vivnad

Overlag uppmittes sm3 skillnader mellan de studerade stationerna. Aktiviteten av
avgiftningsenzymet CYP1a, som visar EROD-aktivitet, var mycket hogre i honlaxar
fran Torneilven (Tabell 10). EROD-aktiviteten hos fiskarna frin Indalsilven
ooch Lagan var mycket lagre jimfort med de 6vriga stationerna. EROD-aktivitet
anvands som en exponeringsmarkor for miljogifter som PAH:er och PCB:er.
Fiskar fran Indalsélven uppvisade lagre aktivitet av antioxidantenzymet katalas.

Initiala analyser inom metabolomik visar ocksa att vissa biomarkérer i studien
korrelerar med laxarnas sjukdomstillstand. Till exempel har svampinfekterade
fiskar fran Umeé forandrade koncentrationer av plasmajoner jamfort med friska
fiskar fran samma station (data redovisas ej har).
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Tabell 10. Medelvarden + SE for enzymatiska biomarkorer analyserade i honlaxar fran de olika

Vattensystemen.
Vattensystem AChE EROD GR GST CAT
(Antal fiskar) nmol/(min x mg) pmol /(min x mg) nmol/(min x mg) nmol/(min x mg) umol/(min x mg)
muskel hjarna
Morrumsan (4) 6,61 +0,19¢ 39,09 £ 4,66%¢ 21,81 +£16,83“ 6,26 +0,33* 185,23 +11,17+F 123,06 + 14,15
Tornedlven (14)  7,39+0,36° 46,20 £ 3,52%¢ 82,69 + 8,798 7,76 £0,57¢ 187,02 + 10,39° 106,76 + 8,78
Umeidlven (22) 7,06 £0,42¢ 40,69 + 2,00%* 16,42 + 3,385« 7,41 +0,39¢ 177,78 + 7,70° 93,33 +6,87%F
Indalsilven (13) 10,22 +0,728 39,88 +2,32%¢ 4,02 + 0,50 6,29 + 0,46¢ 185,88 + 6,64° 65,95 + 6,348Y
Lagan (13) 17,93 £ 0,96Y 37,09 £ 2,95 2,82+0,81Y 7,76 £ 0,64* 130,25 + 7,69“ 92,90 + 5,85

a data saknas for en hona; b data saknas for tva honor; #vVattensystem med samma bokstav for samma analys skiljer sig inte
signifikant fran varandra, Kruskal-Wallis med Dunn-Bonferroni post-hoc analys (AChE i hjarna, GR, GST, CAT), ANOVA med Tukey-
Kramer post hoc-analys (AChE i muskel), Welch-ANOVA och Games-Howell post hoc-analys. AChE- och EROD-vérden logaritmerades
innan analys. EROD-data var varken normalférdelade eller hade homogen varians men analyserades dnda, och Morrumsén
exkluderades ur de parvisa jaimforelserna.

Mitningarna av tyroideahormoner i plasma visade pa halt av bade fritt och totalt
T3 i Tornedlven samt hog halt av bade fritt och totalt T4 i Umeélven (Tabell 11).
Hoga halter totalt T3 noterades dven i fiskar fran Tornedlven.

Tabell 11. Medelvarden + SE for skoldkortelhormonerna T3 och T4 samt
ration for T3 /T4 i honlaxar fran de olika vattensystemen.

Vattensystem T3 fritt T3 totalt T4 fritt T4 totalt T3/T4 fritt T3/T4 totalt
(Antal fiskar) (pmol/l) (nmol/l) (pmol/l) (nmol/l)
M&rrumsan (4) 20,5+10,1* 3,9+2,1® 16,3 + 3,928 29,6 + 6,5%F 1,6 + 0,88 0,17 £ 0,09
Torneélven (14) 49,4 +0,3° 10+ 0P 24,1 +2,8%B 44,1 + 6,6%F 2,4 0,28 0,28 +0,03¢
Umedlven (22) 20,4 +3,2¢ 5,2+0,7¢ 31,0+5,2° 49,0+7,7F 1,4 +0,38Y 0,20 £ 0,04
Indalsélven (13) 29,0 +3,5¢ 4,9+0,6 10,3 +1,2¢ 17,2 +£1,8* 3,0+£0,38 0,30+0,03¢
Lagan (13) 14,4 +3,3¢ 3,3+0,8* 12,0+1,7¢ 20,2 +2,3%F 1,3+0,3 0,18 £ 0,05

«byVattensystem med samma bokstav for samma analys skiljer sig inte signifikant fran varandra,
Kruskal-Wallis med Dunn-Bonferroni post-hoc analys.

Vitamin- och antioxidantanalyser

Medianviarden och spann (min — max) avseende de mitta parametrarna, totalt
for alla provtagna fiskar och fordelat per lokal, finns i Tabell 12 (Karotenoider,
astaxantin, vitamin A och E) och Tabell 13 (Tiamin och dess metaboliter, dven
rom). Karotinhalterna var relativt normalfordelade (Figur 3A). Det fanns inga
signifikanta skillnader i halterna av karotenoider och astaxantin mellan
lokalerna. Vitamin A- och retinolhalterna var lagre i Lagan an i Tornedlven och
Umeilven. Halten av a-tokoferol var signifikant l4gre i Lagan &n i 6vriga
vattensystem. Tiamin maittes i lever fran laxar pa alla lokaler utom Indalsélven.
Den totala tiaminhalten i lever hos laxarna i Lagan var signifikant ldgre dn pa
ovriga lokaler. Alla hamnade under 15 nmol/g och enbart tva andra laxar fran
andra lokaler (Torneilven, Umedlven) hamnade under det strecket.
Laganlaxarna bidrog till en bimodal férdelning av tiaminvardena (Figur 3B).
Om dessa laxar exkluderades uppvisade tiaminviardena en mer normalfordelad
kurva. Hos laxarna i Umeilven var totalhalten av tiamin samt tiaminderivaten
tiaminmonofostfat och tiamindifosfat i paritet med Morrumséan och Torneélven,
men halten fritt tiamin var signifikant lagre jamfort med alla lokaler.
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Tiaminhalter i rom mattes i tre lokaler (Tabell 13). I SLU:s 6vervakningsdata ar
det tydligt att halter pa <1 nmol/g fritt tiamin i rom leder till M74 (personligt
meddelande Elin Dahlgren, SLU), men den lagsta fria tiaminhalten som
uppmaittes i rom i det hir projektet var 2 nmol/g fran en hona i Morrum. Alla
ovriga romprover hade halter fritt tiamin >4 nmol/g. Balk et al. (2016) anger
troskelvirdet for dodlighet hos avkomman till 3,9 nmol/g totaltiamin,
troskelvirdet for 20 % reducerad tillvaxt till 8,3 nmol/g och 11,7 (£2,3) nmol/g
som troskelvirde for paverkan pa enzymet transketolas, ett av de enzym som ar
beroende av tiamin som co-enzym. Avseende total tiaminhalt i rom (Figur 3C)
var den lagsta halten 6,0 nmol/g, 2,1 nmol 6ver gransvirdet for dodlighet, men
14 prover ldg under 8,3 nmol/g och 30 prover lag under 11,7 nmol/g. Ytterligare
tre hamnade i granszonen (11.7 — 14 nmol/g). De sex som hamnade 6ver 13,9
nmol/g kom fran Morrum (3 st), Umeélven (2 st) och Indalsilven (1 st).
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Tabell 12. Medianvarden (min-max) avseende karotenoider i alla provtagna laxar samt astaxantin, vitamin A och vitamin E/a-tokoferol i 40

honor.
Vattensystem  Antal laxar Karotenoider (ug/g) Antal Astaxantin Vitamin A a-tokoferol
(honor/hanar) Alla honor hanar honor (ng/g) Totalhalt (1U/kg) Retinol ((ug/kg) (mg/kg)

Alla 87 (66/21) 1,17 (0,32 -2,68) 1,15 (0,32 - 2,68) 1,27 (0,66 -2,63) 40 0,83 (0,43 —2,24) 132,8 (32,7-572,1) 39,8 (9,8-171,6) 16,7 (1,6 — 30,9)
Mérrum 4 (4/0) 1.55(0,93-2,68)¢ 1.55(0,93-2,68)® - - - - - -
Tornedlven 20 (14/6) 1,15(0,76 —2,63)* 1,13 (0,76 —2,35)* 1,27 (0,86 -2,63)* 10 0,98 (0,59 -1,96)¢  155,5 (70,4 —572,1)" 46,6 (21,1-171,6)F  15,2(11,3-19,9)*
Umeidlven 30 (22/8) 1,26 (0,85-2,51)* 1,26(0,85-2,51)* 1,25(0,86—-1,91)* 10 0,72 (0,48 —2,24)*  249,0(120,6 —360,6)* 74,7 (36,2—108,2)F  18,0(12,9-27,0)*
Indalsdlven 20 (13/7) 1,02 (0,32-1,60* 0,82(0,32—-1,60)* 1,31(0,66—-1,54)* 10 0,94 (0,66 —1,90)*  120,9 (87,8—170,6)** 36,3 (26,3-51,2)>F 20,1 (12,6 —30,9)*
Lagan 13 (13/0) 0,92 (0,38 -2,05)* 0,92 (0,38-2,05)* - 10 0,98 (0,43 -1,54)* 48,0 (32,7 -164,4)* 14,4 (9,8 — 49,3)® 3,1(1,6-9,3)

«ByVattensystem med samma bokstav for samma analys skiljer sig inte signifikant fran varandra, Kruskal-Wallis test med Dunn-Bonferroni post-hoc analys.

Tabell 13. Medianvarden (min-max) avseende totalhalten tiamin, fritt tiamin, tiaminmonofosfat (TMP) och tiamindifosfat (TDP) i lever (alla
vattensystem utom Indalsdlven) samt rom (39 honor).

Vattensystem Tiamin och tiaminmetaboliter i lever (nmol/g) Antal Tiamin och tiaminmetaboliter i rom (nmol/g)
(Antal laxar) honor

Totalhalt fritt Tiamin Tiaminmonofosfat Tiamindifosfat Totalhalt fritt Tiamin Tiaminmonofosfat  Tiamindifosfat
Alla (66) 23,0(7,8-43,9) 0,80 (0,09 —3,23) 4,88 (2,04 —15,18) 17,4 (1,9-26,7) 39 9,2 (6,0 —26,5) 6,76 (2,00 —22,17) 0,53 (0,32-0,93) 1,92 (1,01 —4,99)
MGorrum (4) 25,5(16,4-33,1)* 1,38 (0,55 -2,67)* 5,88 (3,62 —7,39)*Y 18,5 (11,7 — 23,0)*Y 4 15,3 (6,6 — 26,5)*Y 11,03 (2,00 -22,17)* 0,76 (0,42 -0,93)* 3,70 (2,27 —4,99)*
Tornedlven (20) 25,9 (8,2 -33,8)% 1,28 (0,55 — 3,23)% 5,70 (3,80 - 7,71)* 19,3 (1,9 - 25,9)* - = = = =
Umeilven (30) 24,4 (13,2 -43,9)® 0,31 (0,09 — 2,01)P 5,46 (3,04 — 15,18)" 18,0 (10,0 — 26,7)* 22 10,1 (6,8—-19,6)%Y 7,28 (4,26 -16,87)*  0,61(0,36—0,78)* 1,99 (1,48 —3,12)*
Indalsdlven - - - - 13 6,6 (6,0 —18,7)% 4,72 (4,13 - 16,17)% 0,44 (0,32-0,59)F 1,37 (1,01-1,92)°

Lagan (12)* 11,2 (7,8-13,5)% 0,90 (0,23 -2,41)° 2,95(2,04-4,29%Y  6,6(4,92-8,02)° - - - - _

*Levertiamin-varden saknas for en hona; «8vVattensystem med samma bokstav skiljer sig inte signifikant frén varandra, Kruskal-Wallis test med Dunn-Bonferroni post-
hoc analys.
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Figur 3. Histogram 6ver A) karotinvarden (pg/g) i muskel fran alla 87 laxar, B) totaltiamin
(nmo 1/g) i lever hos 66 laxar och C) totaltiamin (nmol/g) i 39 romprover
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Metabolomik

De initiala analyserna visar att metabolomet i laxarna frén de olika vatten-
systemen skiljer sig markant at samt att populationerna &r olika vil samlade i
sina metabolom (Figur 4). Till exempel ar laxarna i Torne alv lika varandra
medan metabolomen hos laxarna i Umedlven spretar kraftigt. De initiala
analyserna visade ocksd att metabolomet paverkas av sjukdomstillstind som
svampangrepp (Figur 5). Vilka metaboliter som orsakar skillnaderna mellan
vattensystemen och mellan friska och sjuka individer ar dnnu inte utrett.

Figur 4. Principalkomponentanalys (PCA) av metabolomdata fran alla laxar provtagna
i de fem vattensystemen under 2018. PCA:n visar separationen med avseende pa
vattensystem (illustreras med olika farger).
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Figur 5. PCA av metabolomdata fran laxar provtagna i Umedlven 2018. PCA:n
visar separation med avseende pa forekomst av svampinfektion. Grona punkter
representerar laxar utan svamp, bla punkter representerar laxar med svamp.

Utvirdering av vandringsframgang hos tiaminbehandlad vuxen lax i Umeilvens
nedre del

Totalt méarktes 116 Vindeldlvslaxar, varav 48 honor och 68 hanar.
Forsoksgruppen bestod av 62 grils och 54 MSW-laxar (Multiple Sea
Winters=minst tva havsvintrar). Genetikanalyserna visade att cirka 20 % av de
laxar som mérktes hade annat ursprung an Vindelilven, och dessa har uteslutits
i resultatredovisningen. Laxarna som hanterades i samband med markningen
tycktes vara i god kondition och ingen individ uppvisade symptom pé
utmattning (vinglare). Daremot hade ca 15 % av laxarna rodnade fenor/fenbaser,
vilket kan vara ett tecken pa begynnande hudinfektion.

Tiaminbehandlingen hade signifikant positiv effekt vid test av samtliga individer
oberoende av kon och kategori (Tabell 14). Uppdelat pa kon hade
tiaminbehandlingen en positiv effekt pd honorna, men inte pa hanarna.
Signifikant fler tiaminbehandlade grils registrerades i fisktrappan jamfort med
obehandlad grils, men bland MSW lax gav behandlingen ingen effekt. Den
positiva effekten av behandling for honor giller sdledes endast for grils eftersom
inte en enda MSW-hona med tiaminbehandling vandrade hela vigen till
fisktrappan. Bada gruppernas vandringstider strackte sig fran 21 dygn till 49
dygn och medel var 38 dygn i kontrollgruppen och 35 dygn i tiamingruppen.
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Tabell 14. Tiaminbehandlingen hade signifikant effekt pa de sma honornas

vandringsframgang, medan de storre flervintriga laxarna (MSW) inte gynnades

av behandlingen. Vandringsframgangen raknades som den andel av de markta

som registrerades i fisktrappan i Norrfors, ca 30 km uppstroms Umedlvens

mynningen.

Utan tiaminbehandling Med tiaminbehandling
Grupp Antal Upp? Andel Langd s.d.c Antal Upp? Andel Langd s.d.c P
markta upp® (cm) (langd) markta upp ® (cm) (langd)

Alla 58 5 9% 77 15.4 58 11 19% 70 125  <0.05
Honor 25 2 8% 81 13.2 23 6 26% 75 13.2 <0.05
Hanar 33 3 9% 74 16.6 35 5 14% 66 110 nsd
Grils (<70 cm) 24 3 13% 61 4.1 38 11 29% 61 3.2 0.05
MSW (270 cm) 34 2 6% 88 8.7 20 0 0% 86 4.9 n.s.d

aUpp=passerat Norrfors; » Andel upp=vandringsframgang, andel méarkta i respektive grupp
som passerat Norrfors; ¢ s.d=standardavvikelse; 4 n.s=inte signifikant

DISKUSSION

Situationen i vattendragen

Generellt var juli 2018 mycket varm och torr, vilket paverkade ménga
fiskpopulationer, inte bara laxarna. I Morrumsan var vattenforingen mycket 1ag
under 2018 och det var generellt lite laxfisk i an. Det d4r majligt att situationen
upplevdes som varre dn den var pa grund av de laga vattenflédena, da sjuk/dod
lax var mer synlig dn vid normal vattenforing. Men det kan ocksé vara sa att det
var en stor andel av det fatal laxar som kom upp som insjuknat och dott.
Sjukdomslédget under 2018 ar darfor svar att relatera till tidigare ar. I Umeélven
sags som foregdende ar en hog sjuklighet och dodlighet, som bérjade innan
vattentemperaturerna stigit till onormala nivéer. Antalet rapporter som kom
fran Umedlven och Torneilven 6kade 2018 men det ar svart att relatera detta till
sjukdomssituationen da synligheten av dod fisk paverkar mangden rapporter
som kommer in. Samma sak géller for Mérrumséan dar en drastisk sankning av
antalet rapporter skedde 2018, men det ar oklart om det ar relaterat till
sjuklighet, extremt lite fisk eller ett 6kat ointresse att rapportera. For att
rapportportalen ska vara ett effektivt verktyg inom 6vervakningen av
fiskhalsoldget behovs hjalp med informationsspridning pa bred front. Ett
exempel pa spridning ar via den Sverigegemensamma laxportal som med hjilp

av medel fran HaV planeras och utvecklas som ett st6d for svensk laxforvaltning.

En av laxarna som rapporterades via portalen misstanktes ha détt av utmattning

efter C & R. Det bor papekas att C & R som utfors pa ett varsamt satt (till

exempel hantera fisken i vattnet istillet for att ta upp den péa land f6r avkrokning
och fotografering) ger fisken goda mojligheter att aterhdmta sig om miljon fisken

lever i ar bra. Rapporten kom in i den varmaste perioden, och nir vatten-
temperaturerna ar hoga ar fisken naturligt stressad av temperaturen och av
minskade syrehalter i vattnet. Aven en varsam C & R-fiskare kan d4 paverka
fisken sa negativt att den inte 6verlever. Flera vattendrag valde att stinga sitt
fiske under den varmaste perioden under 2018 for att skona fisken.
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Provtagningar

Forutom att det var sa déligt med fisk i Morrumsan att provtagningskvoten inte
kunde uppfyllas, noterades inte nigot markant avseende Morrumlaxarna. De
fyra laxar som kunde provtas var i mycket bittre skick 4n de som provtogs 2016.
I Tornedlven var laxarna enligt forvantan i bra skick och i Umeélven enligt
forvantan i daligt skick. Laxarna i Umeélven var till och med sa déliga att nar
trappan tomdes for att de skulle simma ner till lagsta nivan dar de skulle fangas
héande ingenting, utan en person fick ga uppifran och ner och slussa ner fisken.
Flera fiskar hann do i det syresatta forvaringskaret innan provtagning kunde
genomforas och de fick ersiattas med nya fiskar. Indalsidlven hade inga problem
utan blev en sent provtagen referenslokal. I Lagan, som skulle agera
referenslokal for Vastkuststammarna, forekom liksom de senaste dren svamp pa
fisken under hosten och en del av de provtagna fiskarna var darfor infekterade.

Utover observationerna av svamp, hudblédningar och UDN-liknande
hudnekroser i Umeélven var det fa sjukliga forandringar som bedémdes som
allvarliga och framfor allt orsakade av sjukdom och inte trauma. I Indalsédlven
noterades en del huderosioner som sannolikt var mekaniskt orsakade. En fisk
hade stdngat mot nagot och hade en allvarlig fraktur i 6verkdken. Denna skulle
mojligen ha kunnat leda till sekundar sjukdom och dodlighet, men var inte
relevant i vara unders6kningar.

Fa inre fynd bedomdes som relevanta for projektet. Synliga blodningar i levern
var det som bedémdes som mest relevant. Férandringar som noterades pa
mjilte (oregelbunden stasning sa det stod upp "bubblor” fran ytan samt skrovlig
och torr yta) kunde avfiardas som bifynd efter histopatologisk bedomning. I
Laganlaxarna noterades en del forekomst av parasiten Anisakis simplex pa
mage-tarm och lever. Laxen kan agera mellanvard for parasiten (huvudvarden ar
tumlare) och infektionen kan dven yttra sig som Red vent syndrome (RVS), dar
anal6ppningen rodnar och svullnar upp. Ett flertal rapporter avseende RVS har
kommit in frén vistkustvattendrag till rapportportalen de senaste tva dren.
Ansiakis simplex ar dock bara ett bifynd i laxen. Mer intressant ar den borda av
bandmask (Eubotrium sp.) som fiskarna bar pa. Bandmasken lever i tarmen och
tar via sin kroppsvagg upp naring fran tarminnehaéllet. En stor borda av
bandmask kan darfor paverka fiskens naringsupptag av till exempel olika
vitaminer, och det blir intressant att se om metabolomiken kan koppla graden av
bandmaskborda till forhgjda eller sinkta varden av nadgra metabola parametrar.
Det ar oklart om férekomsten av bandmask i laxar har 6kat pa senare ar och
aven om den har gjort det ar det sannolikt inte en av de sjukdomsorsakande
faktorer vi letar efter. Daremot kan bandmasken antagligen bidra till en minskad
motstandskraft hos fisken eftersom den paverkar naringsupptaget.

D& béade honor och hanar provtogs, samt lax pa de olika lokalerna var i olika
mognadsfaser avseende lek, drogs gonadvikt av fran den totala vikten innan
berdakningar gjordes. Histopatologi och ménga 6vriga analyser gjordes pa alla
fiskar, men eftersom flera av de biomarkorer som anvants ar konsspecifika och
vi inte fick ett komplett material av hanar har vi valt att endast presentera
biomarkorsresultaten fran de provtagna honorna i rapporten.
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Histopatologi

Levervakuolisering ger ett matt pa naringsupplagring, da levern lagrar fetter och
glykogen i vakuoler i levercellernas cytoplasma. Férekomst av vakuoler ar darfor
normalt och bade avsaknad av vakuoler och extremt kraftig vakuolisering kan
vara sjuklig. Graden av vakuolisering styrs bland annat av sdsong (fodotillgang)
och reproduktionsstatus. Att fiskarna i Indalsilven och Lagan hade en mycket
lag grad av vakuolisering ar inget konstigt, da de inte &tit sedan tidig var och
dessutom (honorna) hunnit utnyttja mycket av sina naringslager till att
producera rom. Mer bekymrande ar de laxar som trots relativt tidig sasong
uppvisade dalig naringsupplagring. Ingen lax uppvisade fettlever 4ven om
tendenser till forfettning sags hos vissa laxar. Graden av inflammation var inte
allvarlig och likasa bedomdes inte degenerativa forandringar som allvarliga.

Fiskar har formagan att bilda nya nefron dven som vuxna. En hog andel
nybildade nefron tyder pa att njuren varit utsatt for ndgon skada som péaverkat
befintliga nefron. Andelen skadade/degenererade glomeruli kunde inte relateras
till grad av regeneration. Njuren har en stor 6verkapacitet och graden av
degeneration var ofta lindrig till méattlig. Darmed kanske inte njurfunktionen
avtagit sd mycket att en kraftig nybildning av nefron behovdes.

Neutrofiler och monocyter/makrofager ingar i det medfédda immunforsvaret
och “stadar” genom att dta upp frimmande foreméal som bakterier och skrip
som kommer ut i blodet eller i vivnaden. Monocyter/makrofager kan ocksa
presentera antigener for lymfocyter for att stimulera antikroppsbildning.
Neutrofiler kan 6ka akut i blodet vid stress, eller vid till exempel en akut
bakterieinfektion men en 6kad mangd neutrofiler (neutrofili) kan ocksa vara ett
ospecifikt tecken pa inflammation. Monocytos (6kad mangd moncyter/
makrofager) ses vid kroniska inflammationstillstind. Merparten av de provtagna
laxarna hade en relativ monocytos (dvs. andelen monocyter/ makrofager av vita
blodkroppar var hogre an normalt) men da inte buffy coat (det lager som
innehaller vita blodkroppar efter centrifugering av blodprov) maitts gar det inte
att avgora huruvida absolut monocytos forelag. Eftersom andelen
monocyter/makrofager var forhojd kan vi dock misstanka att ndgon langdragen
inflammatorisk process pagar i laxarna. Fyra individer bedomdes ha minskat
antal vita blodkroppar, da det tog minst 3 — 4 ganger sa lang tid att rdkna till 100
st som i de ovriga blodutstryken.

Intressant nog forekom en synbar vattensystemsbunden regeneration av réda
blodkroppar, d& sddana observerades hos alla utom en av Torneilvslaxarna.
Regeneration av roda blodkroppar forekommer stidndigt, da de har en kort
livstid, men under normala férhallanden ska inte mer &n enstaka omogna
stadier observeras i blodet. En naturlig 6kning av nybildning sker till exempel
efter storre blodningar och vid tillstind dar roda blodkroppar forstors i onormal
mangd (till exempel forgiftningar, vissa virusinfektioner). Laxarna visade inga
tecken pa allvarligt trauma eller infektion, och orsaken till den 6kad
nybildningen &r oklar. Vid en tillbakablick pa data fran undersokningarna 2016
konstaterades att dven da forekom en 6kad grad av regeneration av roda
blodkroppar hos laxar i omradet (41,7 % av laxarna provtagna i Tornedlven och
67 % av fiskarna provtagna ute vid Seskar6 i Haparanda skargard).
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Svamp

Det var en stor missrakning att svampisolaten inte slutgiltigt kunde
artbestammas. Att deponerade referensstammar inte alltid ar korrekt
artidentifierade finns val beskrivet (Sandoval-Sierra et al., 2013). Det har inte
funnits tid och medel for att inom projektet ga vidare och identifiera om det ar
de inkopta referens-stammarna eller de sekvenser som anvinds av Rocchi et al.
(2017) som 4r ratt karakteriserade. Vi behover darfor ga vidare med dels ITS-
sekvensering enligt Thoen et al., 2015, dels med COI barcoding-metoder (enligt
BOLD http://boldsystems.org/), for att sdkert artbestimma de ink6pta
referensstammarna. Forst darefter kan vara egna resultat utvarderas.

Biomarkorer

Det dr i dagslaget svart att klargora varfor EROD-aktiviteten i laxarna fran
Tornedlven ar hoga i jaimforelse med de andra vattensystemen. Fiskarna fran
Indalsélven och Lagan, som provtogs narmare konsmognad, visade tvirtom
mycket 1dga EROD-aktiviteter. Det ar kint att 6strogen, som 6kar i halt i vid
honlig konsmognad, har en negativ effekt pa genuttrycket av CYP1a, vilket leder
till lagre EROD-aktiviteter (Navas & Segner, 2001). Skillnaderna i
konsmognadsstadium hos dessa laxar ar dven tydligt genom det hogre GSI som
ses hos framfor allt Lagan-laxarna (Tabell 4).

Analys av fritt och totalt skoldkortelhormon, bade T3 o T4, visar att fiskarna
provtagna i Tornedlven har mycket hogre koncentration T3, bade fritt och totalt.
Hogre koncentrationer av fritt och totalt T4 uppmattes i fiskarna fran Umea
(Tabell 11). T4 dr den huvudsakliga formen av skéldkortelhormon som
utsondras fran skoldkorteln. T4 som ar den inaktiva formen metaboliseras
darefter till den aktiva formen T3 ute i vivnaden. Metabolismen skots av en rad
olika deiodinaser, enzymer vars genuttryck kan paverkas av olika miljogifter.
Forandringar i skoldkortelhormonbalans kan bero pa en rad olika faktorer som
kan vara kopplade till sjukdomsbild eller miljopaverkan. For att vidare studera
orsaken till skillnader i skoldkortelhormonhalter bor man studera genuttrycket
av T3- och T4-metaboliserande proteiner som till exempel deiodinas 1, 2 och 3.

De blodparametrar som analyserats visar att laxarna fran Umeilven var mer
stressade med hogre andel roda blodkroppar i (hogre Htk) med motsvarande
okning av hemoglobininnehall (Tabell 8). I Umea uppvisade fiskarna dven
hogre koncentrationer glukos i plasman. Detta kan tyda pa en stord
blodsockerbalans vilket kan bero pa stord insulin-/glukagon-reglering. Tidigare
studier har visat att glukoshalter ar hogre i fiskar som lever i férorenade vatten,
tex sjoar med hoga PFAS halter (opublicerat material). For att vidare studera
orsaken till rubbade blodsockerbalanser bor man analysera hormonsystem som
uppratthaller en korrekt blodsockerbalans i fisken, dvs insulin och glukagon.
Detta kommer att goras sa fort limplig metodologi har hittats.

Antioxidantenzymerna GR, GST och CAT mattes for att utvirdera om oxidativ
stress, pa grund av 6kad produktion av reaktiva syresorter (ROS), var en
bakomliggande orsak till de observerade sjukdomstillstinden. Inga storre
skillnader observerades i antioxidantaktivitet t, forutom lagre katalasaktivitet i
fiskarna fran Indalsilven, mellan de studerade stationerna vilket indikerar att
oxidativ stress inte ar ett storre problem (Tabell 10). En organisms forsvar mot
ROS ar dock ocksé beroende pa halten av molekylidra antioxidanter i
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organismen. Astaxantin ar en de mest kraftfulla naturliga antioxidanterna man
kanner till och den ligger nagot lagt (dock ej signifikant) hos laxarna i Umeélven,
som daremot har héga retinol/vitamin A-varden jamfort med 6vriga lokaler. En
ldg exponering av ROS kan leda till oxidativa skador i en organism utan att
signifikant paverka det enzymatiska antioxidantférsvaret. Oxidativa skador som
protein- och fettoxidation kommer att mitas under viren. Aven halten och
balansen av antioxidanten glutation kommer att analyseras. Det kommer
forhoppningsvis ge information om betydelsen av oxidativ stress i de sjuka
fiskarna.

Acetylkolinesteras (AChE) dr ett enzym inblandat i nervsignalering genom att
den bryter ner neurotransmittorn acetylkolin. En inhibition av enzymet leder till
okad nervsignalering med 6verstimulering av nerver som f6ljd. Ett flertal
insekticider kan binda till enzymet och inhibera det och AChE-inhibition ar en
viletablerad biomarkor for neurotoxicitet. AChE aktivitet méttes i bade muskel
och hjarnvavnad men inga storre forandringar detekterades, forutom en hogre
ACh-aktivitet i muskel fran laxarna i Lagan, pa den svenska vistkusten.

Biomarkorsanalyserna visade inte pa stora skillnader mellan stationerna.
Eftersom skillnader i plasmajoner sags mellan svampinfekterade och icke
svampinfekterade laxar kommer férdjupade korrelationer att goras for att se om
fler biomarkorer korrelerar med sjukdomsbild. Férdjupade korrelationer
kommer dven att goras mellan sjukdomstillstand och fiskarnas
plasmametabolom. En férandring i plasmajonhalter ar att forvanta nar laxarna
blir svampinfekterade, dd svampen forstor den barriar som huden utgor mot
vattnet. Eftersom fisken ar saltare dn vattnet kommer vatten att borja lacka in i
fisken (osmos). Fisken hinner inte gora sig av med vattnet utan kroppsvatskorna
spads ut och sd smaningom leder det till doden.

Metabolomikstudier ingick inte i projektplanen men dessa analyser utférdes
anda som ett resultat av ett paborjat samarbete mellan forskare pa GU och
personal pA NMR-centrum GU. Det ansags vardefullt att inkludera en bred
hypotesgenererande analys eftersom de bakomliggande orsakerna till
sjukdomstillstdnden med all sannorlikhet dr komplexa. Arbetet med
metabolom-data kommer fortsatta under varen och forhoppningsvis kommer
intressanta metaboliter att identifieras och ge ytterligare ledtradar till varfor
laxarna blir sjuka.

Vitamin- och antioxidanthalter

Inga referensvarden har hittats for vad som kan anses vara normala/tillrackliga
halter av karotenoider, astaxantin, vitamin A, retinol och a-tokoferol i
laxmuskulatur for att individen ska fungera normalt. Laxen i Ostersjon ér blek i
kottet jamfort med Atlantlax fran vastkusten/Norge och eftersom astaxantin ar
det fargimne som ger kottet sin roda firg har Ostersjélaxarna uppenbart en
brist jamfort med sina véastliga artfrander. I en studie dar man undersokte
dynamiken hos karotenoider fann man en muskelmattnad pa 5 - 6 ug/g
astaxantin (Rajasingh et al., 2006) vilket ar 6 - 7 gdnger s hoga halter som i
denna undersokning. Astaxantin dr en av de kraftigaste antioxidanterna man
kanner till och spelar en viktig roll i utvecklingen av M74 (Pettersson & Lignell,
1999). Aven laga halter av a-tokoferol har kopplats till utvecklingen av M74 och
oxidativ stress bedoms kunna vara en orsak till utveckling av syndromet (Vuori
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& Nikinmaa, 2007). Eftersom laxarna under lekmognad 6verfor karotenoider till
hud och gonader borde muskelvirdena pa fiskar provtagna sent under sisongen
(Lagan, men dven Indalsilven dar all lax var fargad) vara lagre dn hos laxarna
provtagna under sommaren. En klart minskad halt av vitamin A, retinol och a-
tokoferol sags hos honorna fran Lagan, medan halterna av astaxantin och
karotenoider totalt inte var paverkade. Astaxantinviardena ar dock svéira att
utvardera, da dessa honor sannolikt haft tillgang till mer astaxantin genom
fodan, och darmed borde ligga hogre i varde jamfort med de andra provtagna
vattensystemen givet att alla provtagningar skedde vid ungefar samma tidpunkt
ilekmognaden. For rom finns referensviarden avseende astaxantin, men tyvarr
har inte rommen kunnat analyseras.

Amcoff et al. (1999) rapporterar viarden pa 6.2 — 12 nmol/g tiamin i lever pa
normala vuxna vilda laxar och 4,2 — 4,7 nmol/g tiamin i vinglare. Det dr oklart
om vardena giller total eller fritt tiamin. Alla laxar provtagna inom detta projekt
lag over det nedre "normala” virdet (6,2 nmol/g), med ett minsta métviarde pa
7,8 nmol/g. Det ar inte nagon garanti for att halterna ar tillrackliga for att
individen ska fungera normalt (extrapolerat minimivarde for totaltiamin finns
for muskel men inte for lever i Balk et al., 2016). De ldagsta tiaminvirdena i lever
uppmaittes hos honorna i Lagan, vilket ar naturligt da de fort 6ver mycket av sina
resurser till rommen. Tyvirr méttes inte tiamin i rom fran dessa honor. Den laga
halten av fritt tiamin i lever hos laxarna fran Umeélven skulle kunna bero pa att
de ar sjuka och forbrukar tiamin i hogre grad dn normalt. Halten av TDP, det
tiaminderivat som agerar som co-enzym i kroppen var i nivd med matningarna
fran ovriga vattensystem. Eftersom totalhalten av tiamin inte var lagre hos
laxarna i Umeélven dn hos laxarna i Morrumsén och Torneilven tyder det pa att
tiaminbrist inte ar den drivande faktorn till sjukligheten. Da borde 6vriga
vattendrag vara drabbade i lika stor grad. Mojligen kan miljofaktorer som
hydroxylerade polybromerade difenyletrar, som kan blockera tiamin i kroppens
celler, vara inblandat. D4 far individen en relativ tiaminbrist eftersom tiaminet
inte kan utnyttjas. Materialet kommer att undersokas for dessa substanser under
2019.

Tiaminhalten i rom var 6ver troskelvardet for yngeldodlighet, men flertalet
prover hade suboptimala halter med avseende pa yngelutveckling. Det bor dock
noteras att alla prover som analyserats tagits fran icke lekmogna honor. Aven
om honorna i Indalsdlven narmade sig lek hade de fortfarande 1,5 — 2 ménader
pa sig att fora Gver tiamin och andra naringsdmnen till rommen.

Utvirdering av vandringsframgang hos tiaminbehandlad vuxen lax i Umeélvens
nedre del

Bortsett fran halsoproblemen var forutsattningarna mycket goda for att kunna
na hog vandringsframgang 2018 eftersom andelen vatten som passerade genom
kraftverket var mycket 1agt denna sommar. Det enda hindret for frisk fisk torde
varit det varma vattnet under juli manad, men fran och med borjan pa augusti
sjonk temperaturen och vandringen tog fart pa nytt. Grilsen vandrade dock
aktivt hela sommaren, trots den hoga virmen.

Vandringstiden fran mynningen till fisktrappan i Norrfors skulle ocksa kunna ge
en indikation pa hilsostatusen, men det fatal individer som tog sig till
fisktrappan gor en sddan jamforelse osdker. Under tidigare ar med uppfoljning
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av vandringsframgang har vandringen tagit 30 — 40 dagar, vilket &r i paritet med
den genomsnittliga vandringstiden hos de fatal méarkta laxar som tog sig till
Norrfors. De atgiarder som gjorts i den gamla alvfaran (vid Baggbole) for att
underlitta laxvandringen de senaste 10 dren och nu senast 2016 borde dock ge
vandringstider kring max tva — tre veckor for frisk fisk och vid normala
vattentemperaturer. Som jaimforelse var vandringsframgangen i denna studie en
sjattedel av den som uppmaittes 2013 (Leonardsson et al., 2013) med samma
metodik. Tiaminbehandlingarna férbattrade uppvandringen nagot men
vandringsframgangen 2013 var dnda tre ganger sa hog jamfort med vandrings-
framgangen for de laxar som tiaminbehandlades 2018. Sammantaget visar detta
att laxarnas kondition inte ar vad den skulle kunna vara och franvaron av tydligt
resultat av tiaminbehandlingarna antyder att det inte enbart ar tiaminbrist som
laxarna lider av. Aven den mycket 1ga vandringsframgéngen (2 %) som
uppmittes for lax i borjan av sisongen 2014 antyder att det dr ndgot annat dn
tiaminbrist som spokar eftersom avkomman i odlingen péafoljande ar uppvisade
0 % M74.

SLUTSATS OCH FORTSATTNING

Sammantaget visar resultaten fran biomarkorstudierna att laxarna troligtvis inte
har varit paverkade av miljogifter i ndgon storre stor utstrackning. Ett undantag
ar de hoga EROD-vardena och nybildningen av roda blodkroppar i fiskarna fran
Torneélven, vilket bor undersokas vidare. Dessutom visar resultaten att det kan
finans en paverkan pa endokrina system med férh6jda glukosvarden i laxarna
fran Umealven samt forandrade halter av skoldkortelhormoner i laxarna fran
Tornedlven och Umeilven. Utover de parametrar som redan analyserats
kommer markorer for oxidativa skador att analyseras under varen och
genuttrycket av flera enzymer involverade i T3- o T4-metabolismen att métas.
Parallellt med det kommer biomarkordata att korreleras med de sjukdomsindex
som tagits fram samt metabolomdata med syfte att studera vilka fysiologiska
system som ar paverkade i sjuka laxar.

Tiaminférsoken och tiamindata som ir lika mellan de olika vattendragen tyder
pa att tiaminbrist inte kan vara ensam orsak till problemen. SU kommer att
genomfora analyser avseende hydroxylerade polybromerade difenyletrar under
2019, vilket kan ge svaret pa om dessa substanser blockerar laxarnas mojlighet
att utnyttja tiamin som finns i cellerna. Aven SLU kommer att pabérja
ytterligare analyser med inriktning pé olika miljéfaktorer utifrén det material
som har bankats inom projektet.

Med den informationen som genereras genom dessa analyser kan vi komma ett
eller flera steg nirmare att forsti varfor laxarna i Ostersjon, och dven pa
vastkusten, uppvisar de beskrivna sjukdomstillstanden.

SVA har inom ICES WGPDMO (working group on pathogens and diseases of
marine organisms) ansvar for en tredrig arbetscykel avseende Ostersjolaxens
hilsoldge kommer innan utgangen av mars lamna in en rapport om vad som &r
ként om laxens hilsolage.

GU ska lamna in en liknande rapport som den som ska till ICES till HaV i mitten
av april.

33(43)



SVA

S

SLU

SVA avser att fortsiatta med rapportportalen och vill utveckla en generell
overvakning av vildfisk i Sverige. Har ar laxhilsan en viktig del.

Fabian Weichert kommer i juni 2019 presentera sitt examensarbete i
ekotoxikologi dar fordjupade korrelationer mellan sjukdomstillstand och
biomarkoérer kommer inga. Dessutom presenteras en utokad metabolom analys.
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BILAGA 1. METODER ANVANDA AV GU FOR ATT ANALYSERA PARAMETRAR |
BLOD OCH VAVNADER

Analyser i blod/plasma

1. Hemolysgrad

For att bestimma hemolysgraden i plasmaproverna skapades en standardkurva
for korrelationen mellan procent lyserade roda blodkroppar och det resulterande
innehallet av hemoglobin. Detta gjordes for att normalisera plasmaproverna
infér metabolomik-analysen. Standardkurvan skapades med hjilp av blodprover
(helblod) fran laxarna provtagna i Lagan. Blodet forvarades vid 2 — 4°C tills
analys genomfordes fem dagar senare. Blodet centrifugerades under samma
forhallande som blodproverna som centrifugerades i samband med provtagning
(5 000 x g, 2 min). Plasman och de roéda blodkropparna poolades separat och
roda blodkroppar lyserades med en ultraljuds-homogenisator (Digital Sonifier
450 Ultrasonic Cell Disruptor/Homogenizer with model 102C Sonicator,
Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA). Darefter delades plasman
upp i fem injektionsflaskor och lyserade roda blodkroppar tillsattes for att skapa
en spadningsserie pa 0,0; 2,5; 5,0; 7,5 och 10 % réda blodkroppar i plasma.
Varje spadningssteg delades i triplikat och hemoglobinhalten mittes med en
spektrofotometer (NanoDropTM2000c¢, Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, USA) vid vagliangden 541 nm.

2. Tyroideahormoner

Ttrijodtyronin (T3) och tyroxin (T4) i plasma maéttes av avdelningen for klinisk
kemi vid Skéanes universitetssjukhus, Malmo, med metodologi tillhandahéllen av
cobas® systems, Roche (F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Switzerland). Vid GU
tinades portioner av plasma pa is, 6verfordes till plasmaseparationsrér och
frystes om pa torris for transport till Malmo. Fore analys tinades proverna och
centrifugerades vid 2000 x g, 10 min. Alla hormoner bestimdes med en
elektrokemiluminescens-immunoassay (ECLIA), baserad pa
elektrokemiluminescensen hos rutenium-derivat.

2.1 Trijodtyronin (T3)

Plasmaproverna inkuberades med rutenium-inmarkta T3-specifika monoklonala
antikroppar. Direfter tillsattes biotin-inmarkt T3 och streptavidin-tackta
mikropartiklar. I en kompetitiv reaktion bands bitotin-inmarkt T3 till fria
bindingsstillen pa de rutenium-inmarkta antikropparna. Antikroppskomplexen
(med biotin-inmarkt T3) bands till de streptavidintdckta mikropartiklarna for att
skapa elektrokemiluminiscens méatt med en realtids-elektrod. Luminiscensens
intensitet ar inverterat proportionell mot den fria T3-koncentrationen i provet.

Totalhalt T3 bestaimdes med samma metodologi som for matning av fritt T3,
med skillnaden att 1) proven behandlades med 8-anilinonafthalen-1-sulfonsyra
for att frisdtta bundet T3 fran de proteiner de ir bundna till, och 2) de rutenium-
inmarkta T3-specifika antikropparna var polyklonala.

2.2 Tyroxin (T4)

Total och fritt T4 méattes med samma metodologi som T3, med skillnaden att
polyklonala T4-specifka rutenium-inmarkta antikroppar anviandes for mitning
av bade total och fritt T4.
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3. Acetylkolinesteras

Aktivitet av acetylkolinesteras (AChE) bestamdes i S10-fraktionerna for muskel
och hjiarna enligt en modifierad version av Ellman et al. (1961). Kortfattat
inkuberades triplikat av fraktionerna i 0,58 mM 5,5’-ditiobis-(2-
nitrobenzoesyra) (DTNB)-10sning 5 min i en 96-hélsplatta. Darefter tillsattes 25
mM acetylthiocholine-jodlosning och absorbansen méttes var 11 sekund under
totalt tre minuter vid vaglangden 415 nm (SpectraMax® 190 Microplate Reader,
Molecular Devices, San José, CA, USA). AChE-aktiviteten beriaknades med en
absorptionskoefficient € = 14 150 M-1 cm-1 for TNB och normaliserades mot
vardera provs proteinkoncentration.

4. Katalas

For att bedoma leverns katalasaktivitet spdddes S100-fraktionen (1:20) i en 0,08
M kaliumfosfatbuffert. Triplikat inkuberades med i 1,5 mM vateperoxidlosning i
en 96-halsplatta. Absorbansen mittes var 12 sekund under totalt en minut vid
vaglangden 240 nm (SpectraMax® 190 Microplate Reader, Molecular Devices,
San José, CA, USA). Katalasaktiviteten berdknades med en absorptions-
koefficient € = 40 M-1 cm-1 for viteperoxid och normaliserades mot vardera
provs proteinkoncentration. Proceduren baseras pa en metod beskriven av Aebi

(1974).

5. Glutationreduktas

Glutationreduktas (GR)-aktivitet i levern mattes i S1o00-fraktioner med en
modifierad metod fran Smith et al. (1998) och Cribb et al. (1989). Fraktionen
spaddes 1:10 i standardiserad homogeniseringsbuffert och triplikat av 16sningen
sattes pa 96-halsplattor. Efter tillsats av en 94 uM DTNB-16sning innehéllande
550 uM reducerad nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat (NADPH) substrat,
tillsattes en 4 mM oxiderad L-glutation-16sning for att initiera en enzymatisk
reaktion. Absorbansen mittes var 11 sekund under tre minuter vid vaglangden
415 nm (SpectraMax® 190 Microplate Reader, Molecular Devices, San José, CA,
USA). GR-aktiviteten berdknades med en absorptionskoefficient € = 14 150 M-1
cm-1 for TNB och normaliserades mot vardera provs proteinkoncentration.

6. Glutation S-transferas

Leverns glutation S-transferas (GST)-aktivitet méttes enligt en metod beskriven
av Stephensen et al. (2002), och som har anpassats enligt Habig et al. (1974).
Kortfattat tillsattes en substratlosning innehéllande 0,98 mM reducerad L-
glutation (GSH) och 2mM 1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)) till spiddda (1:10)
S100-fraktioner i en 96-héalsplatta. Absorbansen mittes var 11 sekund under tva
minuter vid vaglangden 350 nm (SpectraMax® 190 Microplate Reader,
Molecular Devices, San José, CA, USA). GST-aktiviteten beriaknades med en
absorptionskoefficient € = 9 600 M-1 cm-1 M-1 cm-1 for CDNB och
normaliserades mot vardera provs proteinkoncentration.

7. 7-ethoxyresorufin-O-deetylas (EROD)

Aktiviten hos biomarkoren 7-etoxyresorufin-O-deetylas (EROD) mittes
fluorometriskt Forlin et al. (1994). Den mikrosomala fraktionen fran leverprover
blandades med EROD-buffert (0,1 M natriumfosfat, pH = 7.6, innehéllande 0,5
uM 7-ethoxyresorufin) i en kyvett. Den enzymatiska reatkionen initierades
genom tillsats av NADPH och fluorescensen (Aexcitation = 530 DM, Aemission = 585
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nm) over tid mattes med en fluorescensspektrofotometer (C-60 Lifetime, PTI
Inc., Birmingham, NJ, USA). EROD-aktiviteten beriaknades gentemot en
rhodamine B-standard och vardera provs proteinhalt. Aktiviteten uttrycks i hur
mycket resorufin som bildas (X pmol resorufin/(min x mg protein)).

8. Bestimning av proteinkoncentration

Proteinkoncentration bestimdes enligt Lowrys proteinanalysmetod (Lowry et
al., 1951). Kortfattat 6verfordes triplikat av spadda prover till 96-halsplattor.
S10-fraktionen samt mikrosomfraktionen spaddes 80 ganger medan
cytosolfraktionen spaddes 40 génger. Efter inkubering med reagens (Na.COs,
NaOH, CuSO,+5H20 and KNaC,H,0¢°*4H-0) 10 min vid rumstemperatur
tillsattes Folin—Ciocalteu-reagens for att initiera fargreaktionen. Efter 30 — 45
min inkubation méittes absorbansen mattes vid vaglangden 750 nm
(SpectraMax® 190 Microplate Reader, Molecular Devices, San José, CA, USA).
Vardena korrelerades mot en standardkurva skapad med hjélp av en
spadningsserie fran en standardlosning av bovint protein (Sigma-Aldrich
Sweden AB, Stockholm, P0834).
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BILAGA 2. METODBESKRIVNINGAR FOR VITAMINANALYSER UTFORDA VID
RUOKAVIRASTO

Tiamin-analyser

Tiamin analyserades med sa kallad high-performance liquid chromatography
(HPLC) enligt Vuorinen et al. (2002). Kortfattat vigdes ca 0,5 g lever eller rom in
och 2,1 mL 2 % trikarboxylsyra (TCA) tillsattes, varefter provet homogeniserades
(IKA Euro-Eurostar). Homogeniseringen upprepades med 1,5 mL 10 % TCA och
provet inkuberades vid 100°C i 10 min. Efter kylning centrifugerades provet vid
14 000 x g, 15 min och 4°C (Beckman Avanti J-30 I). Supernatanten tvittades fyra
ganger med en lika stor volym etylacetat:hexane (3:2) for att fa bort orenheter.
For att konvertera tiaminkomponenterna (fritt tiamin, TMP och TPP) till
motsvarande tiokromer, togs 850 pL supernatant ut och 150 pL 0,1 %
kaliumhexacyanoferrat i 1,2 M natriumhydroxid tillsattes. Provet filtrerades
(Spartan 13/0.45 RC, S&S) innan HPLC-korningen. Kalibreringsstandarder
tillverkades genom att ta 850 pL standardlosning (Sigma-Aldrich, Finland) och
tillsatta 150 pL 0,1 % kaliumhexacyanoferrat i 1,5 M natriumhydoxid.
Injektionsvolymen var 20 uL och analystiden 13 minuter med ett linjart
gradientflode av elueringsmedel. Elueringsmedel A bestod av 0,5 % metanol och
99,5 % 35 mM fosfatbuffert med pH 8,4. Elueringsmedel B bestod av 55 %
metanol och 45 % 35 mM fosfatbuffert med pH 8,4. Alla reagenter var av minst
analytisk klass. HPLC-apparaten var en Waters Alliance 2690 kopplad till en
Waters 2475 fluorescensdetektor.

Karotenoid-analys

Den totala karotenoidkoncentrationen mittes med spektrofotometri enligt
Pettersson och Lignell (1999) med mindre modifieringar. Cirka 0,5 g muskel
vagdes in, 2 mL aceton tillsattes och provet homogeniserades (IKA Eurostar).
Homogeniseringsroret skoljdes direfter med 1 mL aceton, som sedan tillsattes
till homogenatet. Tre mL cyklohexan och 1,5 mL destillerat vatten tillsattes och
provet mixades grundligt. Blandningen centrifugerades vid 1500 x g, 15 min och
10°C (Beckman Avanti J-30 I). Cyklohexanfasen separerades och absorbansen
mattes vid 474 nm (Shimadzu UV-240). Utrdkningar baserades pé
absorptionskoefficienten £ =195 cm-2 mg-1 (Pettersson and Lignell 1999).

A- och E-vitamin-analyser

A- och E-vitaminer analyserades med HPLC enligt Kommissionens forordning
(EG) nr 152/2009 Bilaga IV med mindre modifieringar. Cirka 15 g
homogeniserad muskulatur viagdes in i en graderad kolv och 60 mL etanol, 100
mg hydrokinon, 100 mg Butylhydroxitoluen (BHT), 2 mL 20 % askorbinsyra och
20 mL 50 % kaliumhydroxid tillsattes. Blandningen varmdes under reflux
(uppfangande av angor, avkylning och returnering av vétskan till kolven) i 100°C
vattenbad 30 minuter, avsvalnades till rumstemperatur och flyttades till en
skak-cylinder. Darefter tillsattes 50 mL petroleumeter och blandningen
skakades (Edmund Biichler SM25) 5 min, varefter lagren separerades och det
ovre lagret tillvaratogs. Steget upprepades fyra ganger. Den uppsamlade
(hydrofoba) vatskan tvittades med vatten for att f4 bort orenheter, torkades i
natriumsulfat (Na.SO,) och filtrerades genom filterpapper (Whatman 589/1,
Black Ribbon) till en indunstningskolv. Vitskan dunstades in helt vid 40°C i en
Biichi Rotavapor R-114, l6stes i 5 mL metanol och filtrerades (Pall 0,2 ym GHP
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Agrodisc 13) innan HPLC-korning pa en Agilent 1100 med UV-detektor (325 nm
for vitamin A och 292 nm f6r vitamin E) och separation pa en C,s reverserad
faskolumn med isokrat metod. Den mobila fasen var 1 000 mL metanol och 20
mL vatten, flodet 1 mL/min. Injektions-volymen var 10 uL.

Astaxanthin-analys

Astaxanthin analyserades med HPLC-metodik enligt Schierle et al. (2014), med
mindre modifieringar. Cirka 4 g homogeniserad muskel vigdes in i en graderad
kolv varefter 500 uL. Multifect PR 6L enzyme, 100 mg BHT och 6 mL vatten
tillsattes. Kolven placerades i ett 50°C varmt ultraljuds-vattenbad 30 min.
Darefter tillsattes 40 mL etanol och kolven skakades, 50 mL diklormetan tillsattes
och kolven skakades igen och lamnades i morker tva timmar. Diklormetan fylldes
sedan pa sa att den totala volymen av provet blev 100 mL. For rening av provet
fylldes den trattformade SPE-kolumnen med 1,5 g Silicagel 60 och fuktades med
2 — 3 ml hexan:dietyleter (50:50) och 10 mL av provet tillsattes. Karotenoiderna
I6stes ut fran kolonnen med 25 mL hexan:dietyleter (50:50) och indunstades i en
Biichi Rotavapor R-114 vid 40°C. Provet l6stes darefter i 2 mL heptan:aceton
(88:12), filtrerades pa en Pall 0,2 um GHP Agrodisc 13 och analyserades pé en
HPLC Agilent 1100 med en normal fas-kolumn och isokrat fléde pa 470 nm med
en VW-detektor. Den mobila fasen var heptan:acetone (88:12), flodet 1,3 mL/min
och injektionsvolymen 20 uL.
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BILAGA 3. TABELL OVER MORFOMETRISKA DATA FOR LAXAR PROVTAGNA |
MORRUMSAN, TORNEALVEN, UMEALVEN, INDALSALVEN OCH LAGAN 2018.

Fisk Lokal Koén Langd (cm)  Vikt(g) Gonadvikt (g) Somatisk vikt (g) Levervikt (g) CF? GSI LSl

(%)° (%)
L1 Mérrumsan hona 94 11 590 156,6 114334 114,3 1,38 1,37 1,00
L2 Morrumsan hona 101 12 140 234,5 11905,5 144 1,16 1,97 1,21
L3 Mérrumsan hona 96 10750 147,0 10 603,0 125,5 1,20 1,39 1,18
L4  Mbérrumsdn  hona 85 6490 49,4 6440,6 72,5 1,05 0,77 1,13
L5 Tornedlven hane 87 6430 51,0 6379,0 67 0,97 0,80 1,05
L6 Torneslven hona 80 5460 131,9 5328,1 71,2 1,04 2,48 1,34
L7 Tornedlven hona 77,5 4 640 120,7 4519,3 - 0,97 2,67
L8 Torneslven hona 97 10 450 349,1 10100,9 176,5 1,11 3,46 1,75
L9 Tornedlven hona 107 14 170 338,1 13 831,9 173,7 1,13 2,44 1,26
L10  Tornedlven hane 89 7 000 140,1 6859,9 87,9 0,97 2,04 1,28
L11 Tornedlven hona 83 5 860 117,6 5742,4 74,9 1,00 2,05 1,30
L12  Tornedlven hona 81 5420 81,0 5339,0 69,5 1,00 1,52 1,30
L13 Torneédlven hona 103 13270 338,5 12 931,5 186,1 1,18 2,62 1,44
114  Torneilven hona 87 8270 125,3 8144,7 114,7 1,24 1,54 1,41
L15 Tornedlven hona 73,5 4140 79,6 4060,4 70,5 1,02 1,96 1,74
L16 Torneédlven hane 90 7960 22,9 7937,1 88,7 1,09 0,29 1,12
L17 Tornedlven hane 93 7 920 44,8 7 875,2 101,7 0,98 0,57 1,29
L18 Torneédlven hane 111 15150 63,8 15 086,2 169,2 1,10 0,42 1,12
L19 Tornedlven hona 106 12 490 332,3 12 157,7 188,2 1,02 2,73 1,55
L20  Tornedlven hane 81 5200 26,2 5173,8 55,3 0,97 0,51 1,07
L21 Tornedlven hona 82,5 6010 92,1 5917,9 76,3 1,05 1,56 1,29
L22  Tornedlven hona 92 8360 296,6 8063,4 112,6 1,04 3,68 1,40
L23  Tornedlven hona 107 13 700 508,5 13191,5 198,4 1,08 3,85 1,50
L24 Torneédlven hona 93 8790 150,1 8639,9 124,6 1,07 1,74 1,44
L25 Umedlven hane 93 9520 61,0 9459,0 124,98 1,18 0,64 1,32
L26 Umedlven hona 91 8800 153,9 8646,1 126,62 1,15 1,78 1,46
L27 Umedlven hona 76 4950 46,9 4903,1 72,69 1,12 0,96 1,48
L28 Umedlven hona 85 8800 132,5 8667,5 108,9 1,41 1,53 1,26
L29 Umedlven hona 86 7 300 127,4 7172,6 77,47 1,13 1,78 1,08
L30 Umedlven hane 90 8680 63,0 8617,0 96,98 1,18 0,73 1,13
L31 Umedlven hona 89 8240 142,2 8097,8 88 1,15 1,76 1,09
L32 Umedlven hane 99 10980 31,8 10948,2 117,35 1,13 0,29 1,07
L33 Umedlven hane 95 10 670 28,0 10 642,0 121,12 1,24 0,26 1,14
L34 Umedlven hona 81 6070 123,5 5946,5 62,98 1,12 2,08 1,06
L35 Umedlven hona 85,5 7 620 126,5 7 493,6 103,44 1,20 1,69 1,38
L36 Umedlven hona 94 9 460 206,7 9253,3 101,9 1,11 2,23 1,10
L37 Umedlven hona 82 6180 108,6 6071,4 76,96 1,10 1,79 1,27
L38 Umedlven hona 96 10050 356,7 9693,4 107,14 1,10 3,68 1,11
L39 Umedlven hona 85 7 680 194,5 7 485,5 84,15 1,22 2,60 1,12
L40 Umedlven hane 102 11470 27,5 11442,5 105,19 1,08 0,24 0,92
L41 Umedlven hane 85 6 890 18,1 6871,9 75,44 1,12 0,26 1,10
L42 Umedlven hona 86 7290 137,6 7152,5 100,13 1,12 1,92 1,40
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BILAGA 3. TABELL OVER MORFOMETRISKA DATA; FORTSATTNING

Fisk Lokal Kén Langd (cm)  Vikt (g) Gonadvikt (g) Somatisk vikt (g) Levervikt (g) CF? GSI LSI

(%)° (%)°
L43 Umeilven hona 84 7 090 161,8 6928,2 88,2 1,17 2,34 1,27
L44 Umeilven hona 85 7200 168,5 7031,5 85,51 1,14 2,40 1,22
L45 Umeilven hona 80 5120 120,0 5000,0 52,87 0,98 2,40 1,06
L46 Umeilven hona 83,5 6730 126,7 6 603,3 79,67 1,13 1,92 1,21
L47 Umedlven hona 85 6490 130,7 6359,3 82,5 1,04 2,05 1,30
L48 Umeilven hane 96 9530 15,5 9514,5 98,83 1,08 0,16 1,04
L49 Umeilven hona 84 6770 143,7 6626,3 70,65 1,12 2,17 1,07
L50 Umeilven hona 84 6560 171,2 6388,8 71,08 1,08 2,68 1,11
L51 Umeilven hona 83 5930 104,2 5825,8 77,41 1,02 1,79 1,33
L52 Umeilven hona 78 5540 107,5 5432,5 61,35 1,14 1,98 1,13
L53 Umeidlven hane 88,5 7340 24,1 7315,9 66,02 1,06 0,33 0,90
L54 Umeilven hona 92 9000 287,8 8712,2 86,88 1,12 3,30 1,00
L55 Indalsalven hane 92 7770 223,4 7 546,6 72,2 0,97 2,96 0,96
L56 Indalsélven hona 84 7 060 680,2 6379,8 103,32 1,08 10,66 1,62
L57 Indalsélven hane 86 6020 88,4 5931,6 63,35 0,93 1,49 1,07
L58 Indalsélven hane 92 7 660 271,3 7 388,7 73,38 0,95 3,67 0,99
L59 Indalsélven hona 79 4870 60,2 4.809,8 60,16 0,98 1,25 1,25
L60 Indalsélven hane 87,5 8190 394,1 7795,9 71,95 1,16 5,06 0,92
L61 Indalsélven hane 97 9650 307,6 9342,4 82,44 1,02 3,29 0,88
L62 Indalsélven hane 91 7 840 155,8 7 684,2 76,84 1,02 2,03 1,00
L63 Indalsélven hona 82 5920 308,3 5611,7 80,4 1,02 5,49 1,43
L64 Indalsélven hona 84 6970 568,1 6401,9 118,39 1,08 8,87 1,85
L65 Indalsélven hona 86 6630 472,5 6157,5 91,63 0,97 7,67 1,49
L66 Indalsélven hona 83 5950 694,5 5255,5 95,87 0,92 13,21 1,82
L67 Indalsélven hona 78 5470 411,8 5058,2 64,09 1,07 8,14 1,27
L68 Indalsélven hona 82 5690 561,4 5128,6 77,48 0,93 10,95 1,51
L69 Indalsélven hona 71 4140 237,5 3902,5 58,31 1,09 6,09 1,49
L70 Indalsélven hane 82 5900 212,8 5687,2 46,4 1,03 3,74 0,82
L71 Indalsélven hona 87 6 820 703,3 6116,8 90,86 0,93 11,50 1,49
L72 Indalsélven hona 98 10 840 1086,0 9754,0 138,85 1,04 11,13 1,42
L73 Indalsélven hona 82 5560 541,1 5018,9 73,42 0,91 10,78 1,46
L74 Indalsélven hona 75 4450 331,3 4118,7 68,76 0,98 8,04 1,67
L75 Lagan hona 85 5500 1401,0 4.099,0 58,91 0,67 34,18 1,44
L76 Lagan hona 83 4400 797,0 3603,0 44,52 0,63 22,12 1,24
L77 Lagan hona 86 6300 13710 4929,0 79,55 0,77 27,81 1,61
L78 Lagan hona 80 4800 931,0 3869,0 47,81 0,76 24,06 1,24
L79 Lagan hona 84 5400 1220,0 4180,0 60,12 0,71 29,19 1,44
L80 Lagan hona 81 4800 753,0 4047,0 46,89 0,76 18,61 1,16
L81 Lagan hona 87 5800 1189,0 4611,0 70,62 0,70 25,79 1,53
L82 Lagan hona 84 5100 1231,0 3869,0 40,37 0,65 31,82 1,04
L83 Lagan hona 83 5800 1145,0 4 655,0 99,07 0,81 24,60 2,13
L84 Lagan hona 79,5 4 600 1052,0 3548,0 50,82 0,71 29,65 1,43
L85 Lagan hona 80 4300 982,0 3318,0 69,49 0,65 29,60 2,09
L86 Lagan hona 83,5 5400 1247,0 4153,0 - 0,71 30,03 -
L87 Lagan hona 84 5100 1230,0 3870,0 45,97 0,65 31,78 1,19

2 CF =Konditionsfaktor: (g) x 100/lingd (cm)3; ® GSI=Gonadosomatiskt index: gonadvikt (g)/somatisk vikt (g) x 100; ¢
LSI=Leversomatiskt index: levervikt (g)/somatisk vikt (g) x 100
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