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Bakgrund

P4 uppdrag av Bohuskustens Vattenvardsfor-
bund har Marine Monitoring AB utfért en studie
pa blamussla, Myzilus edulis (Faktaruta 1). Studien
syftar till att analysera eventuell féroreningspa-
verkan inom fyra omraden; Galterd, Brofjorden,
Skalkorgarna och Fjillbacka dir Fjillbacka an-
vindes som referensstation (Figur 1).

I stora delar av Europa anvinds en metod dir
man genom att analysera lysosomal membran
stabilitet (Faktaruta 2) hos musslor kan fa ut vit-
den pi féroreningspaverkan i vattnet. Denna me-
tod dr ett effektivt och accepterat alternativ till
analyser pa exv. fisk (ICES, 2010). Framforallt dr
studier pa musslor ett kostnadseffektivt alterna-
tiv dd musslor dr stationdra, lattillgdngliga och vid
behov kan placeras ut for att anvindas vid analys
av specifika punkter.

. Frovtagningslokal

a 25 50 Kilometers
| ] ]

Metod

Provtagning

Under perioden 12:e till 20:e oktober 2011 in-
samlades musslor av arten blamussla, My#ilus edn-
Jis, vid fyra tillfallen. D4 férutsittningarna mellan
de olika insamlingslokalerna skilde sig at i till-
ginglighet pd musslor anvindes olika insamlings-
metoder beroende pa forutsittningarna vid res-
pektive lokal. Vid tva lokaler skedde insamlingen
med hav och kratta medan skrapa anvindes vid
tva djupare beldgna lokaler, 6-9 m (Figur 2). En
lokal insamlades per tillfille och musselindivider
transporterades till laboratoriet f6r analys. Un-
der transporten forvarades musslorna inlindade
1 handdukar 1 kylbagar. Vid ankomsten till labo-
ratoriet placerades de sedan under ett dygn svalt
i akvarier férsedda med luftpumpar. For att i
mojligaste man efterlikna de lokala férhallandena
medtogs havsvatten med hjilp av vattenhimta-
re fran respektive station och djup, detta for att
bibehalla ritt salthalt. Detta forfarande syftade
dven till att avstressa musslorna fran den yttre pa-
verkan som flytten kan ha gett upphov till.
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Figur 1. Karta 6ver de provtagningslokaler fran vilka blamusslor har analyserats med avseende pa lysosomal stabilitet.
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Lokal Metod Djup Temp. Salinitet Koordinater Datum Tid

Fjallbacka hav/kratta 1,5m 13,1 30,6 N 58° 34,808' O 11°13,217' 2011-10-12 15.30
Galtero skrapa 9m 13,6 30,2 N 58° 05,908' O 11° 48,546' 2011-10-13 12.00
Brofjorden hdv/kratta 1,5m 12,1 28,6 N 58° 21,144' O 11° 25,035' 2011-10-19 14.00
Skalkorgarna skrapa 6m 11 23,5 N 57°41,188' 0 11°45,717' 2011-10-20 14.00

Figur 2. Information angdende provtagningen pé de olika lokalerna.

Analys
Analysen utférdes enligt internationellt accepte-
rad metodik (ICES, 2010; BEQUALM).

Infor analyserna forbereddes en stamlSsning
baserad pd firgimnet neutralrétt utspitt med
DMSO (Dimetylsulfoxid). Denna 16sning anvin-
des sedan till samtliga analyser. Infor varje analys
spiddes 16sningen med filtrerat havsvatten fran
respektive lokal.

Vid varje analys anvindes 10 individer av arten
blamussla. Dessa individer dppnades forsiktigt
med kniv och tdmdes pa eventuellt vatten, dir-
efter anvindes en injektionsspruta innehdllande
0,1 ml filtrerat havsvatten for att extrahera 0,1 ml
blod ur musslans bakre slutarmuskel. Av denna
16sning anvindes 40 pl som kontroll och 40 ul pi-
petterades pa ett objektglas varefter det placera-
des i en ljustit fuktkammare (Figur 3). Da celler
fastnat pa objektsglaset avligsnades 6verflodig
vitska och 40 pl av 16sningen innehdllande neu-
tralrote tillsattes. Direfter analyserades proverna
1 x40 ggr forstoring i mikroskop. Analys av varje
prov skedde efter 15, 30, 60, 90, 120, 150 och
slutligen 180 min.

Vid varje analys av proverna scannades proven
tor lysosomala avvikelser eller lickage. D fler dn
50 % av cellerna i ett prov uppvisade nagon form
av avvikelse avslutades analysen och féregdende
tid noterades som den specifika musslans reten-
tionstid (RT), det vill siga den sista tiden dd 6ver
50 % av lysosomerna ej visade nagon avvikelse.
For att sikerstilla att resultatet inte paverkats av
for lang exponering i ljus eller annan felhantering
analyserades sedan kontrollen som legat avskild i
fuktkammare separerad frin de Gvriga.

Faktaruta 1

Blamussla, Mytilus edulis

Blamusslan leker i maj-juni vid en vattentem-
peratur pd 8-10°c. Efter ett larvstadium pa 3-4
veckor settlar mussellarverna pa fria harda ytor.
Settlingen sker fran mitten av juni (svenska
vistkusten) och redan efter ndgra manader kan
stotlekar pad 2 cm uppnas. Storleken hos bla-
musslan 6kar med tiden och beroende pd mil-
jon kan individer pa vistkusten uppna storlekar
pa 6ver 10 cm. (Marbipp 2012)

Blamusslan har en stor utbredning i vara hav
och di den ar stationdr och filtrerar stora vo-
lymer vatten dr den ofta mycket limplig vid
undersokningar av lokala vattenforhadllanden.
En stor mussla kan filtrera 6-9 liter havsvat-
ten i timmen (Marbipp 2012) vilket bidrar till
att musslan bioackumulerar stora méingder av
de 16sta och sedimentbundna substanser som
finns inom omradet.

De iakttagelser som i denna understkning rikna-
des till avvikelser var;

. Lysosomal forstoring
. Firglickage
. Avrundning av cellerna

Statistisk analys

Virdena testades for homogenitet genom Co-
chrans test, vidare analyserades datan genom
ANOVA {0r att visa pa eventuell signifikant skill-
nad i retentionstid mellan lokalerna.
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Figur 3. A, Blodet extraheras ur bakre slutarmuskeln. B, Fértydligande av var blodprov extraheras,. C-D Ljustit, kyld fukt-

kammare.
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Faktaruta 2

Lysosomal membranstabilitet, LMS

Lysosomer ir subcellulira organeller med ett semipermeabelt membran i eukaryota celler, fran proto-
zoa till ddggdjur. Beroende pa vivnad och organism, fungerar lysosomerna vildigt olika men ar alltid
involverade i nedbrytning av material som genom endocytos kommit in i cellen (Moore et al. 20006).
Denna nedbrytning kan ha olika funktioner sisom matsmaltning och immunférsvar. Lysosomerna
har en unik f6rmdga att ackumulera en mingd toxiska dmnen, ddribland PCB:s, PAH:s och metaller
vilka kan vara skadliga 61 celler (Moore et al. 2004). Koncentrationen av toxiska dmnen i cellen resul-
terar i att lysosomernas membran férsvagas och cellens innehdll inklusive de toxiska dmnena licker ut
i cytosolen. Detta leder till en nedsittning av cellens funktion och kan leda till celldéd.

Studier av lysosomers stabilitet anvinds som biomarkér och indikator f6r stress orsakat av férore-
ningar hos en mingd olika marina djur (Moore et al. 2006, Lowe et al. 1995). Férindringar i cellernas
kapacitet att ta upp ett tillsatt firgimne (neutralrott) kan anvindas som en indikator pa cellskador.
Detta sker eftersom de friska och opaverkade cellerna kan ta upp och behilla stérre mingder infirg-
ning under lingre tid dn celler paverkade av féroreningar.

Resultat

For respektive lokal beriknades ett medelvirde
for retentionstiden. Detta virde avgor vilken sta-
tus lokalen fiar med avseende pa stresspaverkan
hos musslorna (Figur 4).

Det fanns en stor variation i retentionstid inom
de flesta lokaler. Referenslokalen Fjillbacka hade
hégst retentionstid med ett medelvirde pd 45
min (10 S.E.) vilket faller inom intervallet f6r
statusen allvarligt stressad. Virdena inom loka-
len lag mellan 0-90 min (Figur 5).

Skalkorgarna hade en retentionstid pd 36 min
(£8 S.E.) vilket faller inom intervallet for statu-
sen allvatligt stressad. Virdena inom lokalen lig

mellan 0-90 min (Figur 5).

Brofjorden hade en retentionstid pd 33min (£3
S.E.) vilket faller inom intervallet fOr statusen all-
varligt stressad. Virdena inom lokalen lig mellan
0-60 min (Figur 5).

Galteré var den lokal som hade ldgst reten-
tionstid med ett medel pa 21 min (£4 S.E.) vilket
faller inom intervallet for statusen allvarligt stres-

sad. Virdena inom lokalen lig mellan 0-30 min

(Figur 5).

Status Medelretentionstid (RT)
Hélsosam >120 min
Stressad men kompenserande 50 - 120 min
Allvarligt stressad <50 min

Figur 4. Medelretentionstiden delas in i tre kategorier beroende pa minuter.
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Figur 5. Retentionstiden f6r tio individer av blamussla fran respektive lokal.

Virdena rot-transformerades och kontrollerades
for homogenitet genom Cochrans test, vilket vi-
sade pa homogena virden (C = 0,488, Ccrit =
0,502). Direfter analyserades virdena genom
1-vigs ANOVA. Resultatet (ANOVA) visade att
det saknades signifikant skillnad (p = 0,351) i re-
tentionstid mellan de olika lokalerna (Figur 6).
Diremot syns en trend i retentionstiden dir refe-
renslokalen skiljer sig frin de 6vriga med en ho-
gre retentionstid, medan Galter6 skiljer sig fran
de 6vriga med en ldgre retentionstid (Figur 7).

Tva individer fran referenslokalen Fjillbacka vi-
sade sig vara allvarligt stressade med virden pa
0 min, dessa 0 min virden fanns pa alla lokaler
utom Brofjorden. For att salla bort individer som
eventuellt blivit stresspaverkade genom felaktig
behandling, gjordes en andra statistisk analys da
de tvd mest stressade individerna togs bort fran
respektive lokal. Resultatet visade da pa en signi-
fikant skillnad (p = 0,02) mellan referensloka-

len Fjillbaka och Galter6é (Figur 8), men denna
skillnad syns endast som en trend om alla vir-
den anvinds. Figur 9 visar skillnaderna mellan
retentionstiden pa respektive lokal da de tva mest
stressade musslorna avligsnats och da alla muss-
lor ingér i analysen. I detta fall uppnar referens-
lokalen Fjillbacka miljostatusen stressad men
kompenserande.
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Anova: En faktor

SAMMANFATTNING
Grupper Antal Summa Medelvérde Varians
Fjallbacka 10 58,64 5,864324 11,789
Galtero 10 40,61 4,060932 5,0098
Skalkorgarna 10 54,63 5,463364 6,8352
Brofjorden 10 57,04 5,7041 0,5147
ANOVA
Variansursprung  KvS fg Mkv F P-varde F-krit
Mellan grupper 20,41 3 6,802861 11,1268 0,351 2,866
Inom grupper 217,3 36 6,037066
Totalt 237,7 39

Figur 6. 1-vigs ANOVA f6r skillnad i retentionsvirde mellan de olika lokalerna. Datan ir rot-transformerad.

Medelretentionstid
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Figur 7. Medelvirdena i retentionstid f6r de olika lokalerna (+ K.1.), Fjillbacka i rétt dr referenslokal.
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Anova: Single Factor

SUMMARY
Groups Count Sum Average Variance
Fjallbacka 8 450 56,25 626,79
Skalkorgarna 8 345 43,13 606,7
Brofjorden 8 270 33,75 112,5
Galterd 8 210 26,25 48,214
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 4014,84375 3 1338 3,8396 0,02 2,947
Within Groups 9759,375 28 348,5
Total 13774,2188 31

Figur 8. 1-vigs ANOVA f6r skillnader i retentionsvirde mellan de olika lokalerna da de tvd mest stressade

individerna fran respektive lokal avldgsnats.
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Figur 9. Diagrammet visar skillnaden i medelvirdet f6r retentionstiden (+ K.I. ) vid de olika lokalerna efter att

de tvd mest stressade individerna avldgsnats fran respektive lokal.
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Diskussion

Resultatet frain undersékningen antyder en viss
skillnad 1 retentionsvirde mellan de olika lokalet-
na dir referenslokalen Fjillbacka visar pa lingst
retentionstid och Galterd star f6r den kortaste
retentionstiden. De antydda skillnaderna i reten-
tionstid 4r dock inte statistiskt signifikanta da de
har ett p-virde pa p = 0,351. En stor bidragande
faktor till det héga p-virdet kan vara den héga va-
riationen inom varje lokal. Storst variation fanns
inom lokalerna Skalkorgarna och Fjillbacka som
bada visade sig inneha individer med bade den
kortaste samt lingsta retentionstiden. Bida dessa
lokalers medelvirden blev starkt sinkta av de
nollvirden (individer som visade sig starkt stres-
sade fran start) som patriffades inom lokalerna
(Figur 5 och 9). Aven om nollvirden iterfanns pa
alla lokaler, med undantag fran Brofjorden, sa far
nollvirdena starkast utfall pd medelvirdena frin
lokalerna med ling retentionstid. Detta kan 1 sin
tur leda till en sdnkning av medelvirdet som ej dr
proportionerlig med verkligheten.

Att enstaka musslor visar pa héga stressvirden
kan 1 séllsynta fall vara kopplad till felbehandling
eller faktorer som pa annat sitt utlést stress hos
individen. Om man f6r att kringga detta eventu-
ella problem skulle avligsna de tva mest stressade
musslorna frin respektive lokal med hinvisning
till risken for eventuell felbehandling far man is-
tillet virden som ger annorlunda resultat. De nya
virdena dr homogena och genom 1-vigs ANOVA
kan en signifikant skillnad (p = 0,02) i retentions-
tid mellan referenslokalen Fjillbacka och Galterd
observeras. Dock placerar sig fortfarande tre av
lokalerna (Skalkorgarna, Brofjorden och Galterd)
inom kategorin allvarligt stressade (<50 min RT).
Referenslokalen hojer sig didremot till kategorin
stressad men kompenserande (50-120 min RT).
Oavsett tolkning av resultatet hamnar ingen av de
fyra lokalerna i den bista och 6nskvirda katego-
rin hilsosam (>120 min).

I tidigare studier, ddr blodprov frin tinglake
har analyserats, indikeras att individer i omradet
Brofjorden och Stenungsund (i denna rapport
kallad Galterd) har varit utsatta for en hogre
stress dn de Gvriga tvd lokalerna (Férlin 2008).
Detta stimmer vil 6verens med de resultat som
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presenteras i denna rapport dir man dven ser en
indikation pa hogre stressvirden hos blimuss-
lor frin Brofjorden och Galteré (Figur 7 och
9). I tidigare undersdkningar fran 2001 visas att
omradet runt Stenungsund (lokal Galterd) har
férhojda halter av pesticiderna hexaklorbensen
(HCB) och lindan (Cato 2006). Dock har Galterd
en ligre paverkan frin tenn 4n vad som patriffas
i niromrddena for Skalkorgarna och Brofjorden
som bdda placerades 1 den simsta klassen enligt
bedémningsgrunderna frin Naturvirdsverket ar
2001 (Cato 20006). I omradena Brofjorden och
Galter6 visar tidigare data (1992-2001) pa en 6k-
ning av halterna 7 PCB (Cato 2000). Tidigare
studier har dven pavisat polybromerade difenyle-
trar (DekaBDE) 1 omrddet f6r lokal Brofjorden
vilket tyder pa emission (Cato20006). Detta kan
moijligen ha inverkan pd RT hos individer i de
berérda omradena.

Det 6verraskande liga virdet pa RT i referens-
lokalen Fjillbacka bor uppmirksammas di det
faller inom kategorin allvarligt stressad. Aven i
studier gjorda péd tanglake (iren 1999-2006) har
man sett en gradvis 6kad stoérning hos individer
fran Fjillbacka-lokalen (Forlin 2008). Detta bor
beaktas vid val av referensstationer infor fortsat-
ta undersékningar. En annan faktor som skulle
kunna ha en roll i den allmint laga retentionsti-
den hos lokalerna kan vara en 6kad koncentra-
tion av algtoxiner i vattnet. I analyser utférda av
Livsmedelverket av lokaler lings vistkusten har
man uppmitt héga halter av algtoxiner inom fle-
ra omrdden. Frimst har man tidvis sett en Skning
inom tvd toxingrupper DST och YTX (Malin
Persson pers. komm.). Dessa toxiner kan eventuellt
ge en inverkan pa musslans stressniva och dir-
med sidnka individens RT. Men da inga analyser
har tagits av toxiner i vattnet vid de lokaler som
behandlas i denna rapport dr toxinets inverkan i
resultatet svar att ta med i berdkningen.

Ett 6kat antal prover vid varje lokal skulle
moijligen kunna ge sikrare resultat med mindre
variationer.  Eftersom tiden frin provtagning
till analys dr begrinsad kan detta dock innebira
praktiska svarigheter
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Slutsats

Resultatet visar att dven om det finns en trend
mot att referenslokalen Fjillbacka har en bittre
status dn de Ovriga tre lokalerna sa faller alla
inom kategorin allvarligt stressad”. Den lokal
som uppvisade storst paverkan fran férorenings-
killor i vattnet var lokalen Galterd, med en RT
pa 21 min, vilket anses vara ett mycket lagt vir-
de. Detta bor f6ljas upp med upprepade studier,
dir provtagning mojligen sker arligen vid flera
tidpunkter under aret for att ticka upp eventu-
ell sisongsvariation hos musslor eller alternativt
féroreningskallor.

Den anvinda metoden dr en, for Sverige, ny
och kostnadseffektiv metod som tidigare anvints
1 stora delar av Europa. Tillgangen till musslor ar
ofta stor och mdijligheten att placera ut musslor
vid specifika lokaler gér metoden effektiv och
punktspecifik. Resultatet ger en god bild av f6ro-
reningspéaverkan i vattnet.
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