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Forord

Regeringsuppdraget 2014-2017 i Hanobukten handlar i huvudsak om miljogifter och effekten av dessa.
Vitmarlans reproduktion ar en mycket bra indikator pa paverkan av miljogifter och darfor 1ag det nara
till hands att inkludera denna i undersokningarna.

Att Vitmarlan inte trivs pa bottnarna i det utpekade problemomradet ar svart att rada 6ver, isens
utbredning i Hanobukten likasa. Att det endast gick att hitta Vitmarla i tillracklig mangd pa en enda
station tar inte bort det faktum att det fanns en anmarkningsviart hog andel av missbildade embryon.
Intressant men ocksa oroande.

Tack till de tappra sjdlarna som trotsat Kung Bore och Neptunus.

Goteborg 2018-02-26 Mikael Krysell



Bakgrund

Under de senaste aren har rapporter om problem hos kustfisk, sjofagel samt férekomsten av brunt illaluktande
vatten uppmarksammats i Hanébukten och en utredning kring denna problematik startades darfér 2011. Havs-
och vattenmyndigheten (HaV) hade under 2013 ett regeringsuppdrag att utreda bakgrunden och orsakerna till
problematiken (Havs- vattenmyndigheten 2013). De utredningar som HaV och Lansstyrelsen i Skane tidigare
genomfort har inte kunnat faststalla deras orsaker. Januari 2013 fick Havs- och vattenmyndigheten som regerings-
uppdrag att vidare utreda bakgrunden och orsakerna till problematiken i Hanébukten. Uppdraget |6d: ” Havs- och
vattenmyndigheten ska efter samrad med berérda myndigheter, institut och organisationer analysera vilka méjliga
orsaker som kan ligga bakom de miljoproblem som redovisas i skrivelse fran Lansstyrelsen i Skane 1an och Region Skane”
(Underrittelse angaende allvarliga problem i Handbuktens ekosystem, Regeringskansliet dnr M2012/1741/Nm).

Anledningen till att vitmarlan inkluderades i studierna var att vi 2012 studerat reproduktionen hos vitmarlan pa en station
i norra delen av Hanoébukten (PMK 12 vid Utklippan) inom det nationella miljoévervakningsprogrammet ”Missbildade
embryon hos vitmarla”. Metoden ar en rekommenderad metod inom ICES for att detektera effekter av miljogifter i
sediment
(http://ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Techniques%20in%20Marine%20Environmental%20Sciences%20(TIMES)
[times41/TIMES41.pdf) och ar en ”precore indicator” inom HELCOM. Vi har i mikrokosmexperiment med vitmarla funnit

ett starkt samband mellan halten av kemikalier i sedimentet och frekvensen missbildade embryon (Sundelin 1983, 1984,
Eriksson et. al. 2005) . Aven filtstudier i olika typer av industrirecipienter har visat ett starkt samband till miljogifter
(Reutgard et al. 2014) . Av denna anledning startades det nationella miljoévervakningsprogrammet med vitmarlans
reproduktion. Programmet som startade 1994 reviderades 2012 och antalet stationer fordubblades fran 14 till 30 for att
tacka en stérre del av Ostersjons kustlinje. Resultatet frdn 2012 visade forhallandevis kraftiga skador pa stationen i
Hanobukten. En missbildningsfrekvens pa drygt 6 %, vilket skall jamféras med bakgrundsmedelvardet pa 2.6 %. Stationen i
Hanobukten kunde inte provtagas foljande ar da fartygskostnaden 6kat markant de senaste aren och dven 2015 da vi
erbjods medel fran HaV fanns inte tillrdcklig finansiering for att provta stationer i Hanébukten.


http://ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Techniques%20in%20Marine%20Environmental%20Sciences%20(TIMES)/times41/TIMES41.pdf)
http://ices.dk/sites/pub/Publication%20Reports/Techniques%20in%20Marine%20Environmental%20Sciences%20(TIMES)/times41/TIMES41.pdf)

Provtagning 2016

| januari 2016 fick vi mojlighet att anvanda Sjofartshogskolans fartyg Calmare Nyckel for sedimentprovtagning i
Hanobukten. Baten saknar isbrytarklass och is i Kalmarsund under den tilltdnkta perioden medférde att
provtagningen skots upp i 14 dagar. Resultat fran makrofaunaprovtagningen 2013 anvandes for att valja ut stationer
med forekomst av vitmarla.

Fig. 1 Stationer som provtogs med avseende pa vitmarla i februari 2016.

Malsattningen var att dven inkludera stationer i vastra Handbukten dar man framfor allt noterat skador pa fisken
men i omradet hittade vi inga stationer dar man funnit vitmarla de senaste aren och da kostnaden skulle 6ka
markant om vi pa mafa skulle leta stationer med vitmarleférekomst fanns ingen majlighet att ga soder om
Sélvesborg. Tva av stationerna T/H och PMK 12 ligger relativt djupt, 39 resp 37 m medan K3 &r en grundare station
pa 9 m. Abundansdata fran 2013 visade att det med lite anstrangning skulle vara maijligt att hitta 50 gravida honor
vilket ar riktlinjen for miljéévervakningen av vitmarla. Vitmarlan har emellertid minskat kraftigt i hela Hanobukten
under de senaste aren och i ar fanns inga vitmarlor pd PMK 12 och K3. Endast T/H vid Térno hade férekomst av
vitmarla. Insamlade djur tranporterades i kylboxar till universitetet (ACES) dar embryoanalysen dgde rum.

Provtagning




Embryoanalys

Varje gravid hona analyseras levande. Honan bar sin avkomma i en dggkammare (marsupium) ventralt. Parningen
sker i manadsskiftet november/december och de mogna dggen vandrar ned i marsupiet dar hanen lamnat sin
spermatofor och befruktningen sker. Embryoutvecklingen tar ca 2.5 manad innan juvenilerna klacks. Alla marlkraftor
(amfipoder) saknar larvstadium. Analysen sker i slutet av januari da embryoutvecklingen pagatt ca 1.5-2 manader
och det ar lattare att identifiera skador och missbildningar. Man vill dock vara sdker pa att inga honor slappt sina
nyklackta juveniler. Honan analyseras for fekunditet (dgg per hona) och avvikelser hos honan noteras som t.ex.
parasitforekomst, manganflackar i exoskelettet vilket tyder pa att honan utsatts for laga syrenivaer i sedimentet.
Embryon som preparerats ut ur honan analyseras under stereomikroskop (80 x forstoring) med avseende pa
utvecklingsstadium (vi har delat upp dem i 9 olika stadier), missbildade, membranskadade, outvecklade
(embryoutvecklingen har avstannat fore gastrulation da embryot borjar differentieras i olika organ) och déda agg
och dggsamlingar (stor del av kullen dér i tidigt skede och aterfinns som en lipidrest i marsupiet) For information om
embryoanalysen se Sundelin och Eriksson, 1998.

Statistisk analys

Som referensstation valdes HAE3 utanfér Ostergdtlands norra skirgard. Denna station har data som
dverensstimmer med bakgrundsvardet for missbildade embryon i Ostersjén. Andel honor med skadade embryon,
frekvens av embryoskador och outvecklade embryon testades i en kontingenstabell. Frekvensen av embryoskador
och outvecklade embryon testades med Chitva test med Yates korrektion. For andel honor med skadade embryon
anvindes Barnard test som ar lamplig fér sma stickprov. Aggproduktion analyserades med envigs Anova medan for
utvecklingsstadium anvéndes en icke parametrisk test (Mann Whitney). Som signifikansniva anvéndes p varde = 0.05.

Resultat

Aggproduktionen méatt som fekunditet (3gg/hona) skilde sig inte mellan referensstationen HAE3 och T/H dven om
stationen i Handbukten hade ett hogre numerart varde (Fig 2). Utvecklingsstadium skilde sig inte heller mellan
stationerna men stationen i Handbukten provtogs 2 veckor senare dn évervakningsstationerna i Ostersjén och hade
trots detta ett lagre varde sa det ar nog troligt att utvecklingen ar lite forsenad (Fig 3). Fekunditeten ar framfor allt
beroende av néringstillgangen och styrs framfor allt av storleken pa kiselalgsblomningen pa varen medan
embryoutvecklingen framfor allt ar temperaturberoende och djupet har stor betydelse for utvecklingen. Ofta har
djupare stationer som ligger under termoklinen en snabbare utveckling vilket innebar att manga av stationerna i
norra Bottenhavet som ligger pa 6ver 100 m djup har en hogre temperatur under senhdsten/vintern &n grundare
stationer och darmed sa ar embryon mer utvecklade vid provtagningen. Det ar dock en relativt stor variation mellan
individer.
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Fig. 2. Fekunditet (3gg/hona). Boxplot (medianvarde, 75 och 25 percentil, max-min samt extrem varde)
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Fig. 3. Utvecklingsstadium hos embryon. Boxplot (medianvarde, 75 och 25 percentil, max-min samt extrem varde).

Frekvensen av missbildade och membranskadade embryon var férhallandevis hég pa T/H och dven andelen honor
med skadade embryon var mycket hog (Fig. 4).
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Fig. 4. Andel honor med missbildade och membranskadade embryon i kullen samt frekvensen av missbildade och
membranskadade embryon hos honan.

Medelvirdet fér missbildade och membranskadade embryon pé évervakningsstationer i Ostersjon ligger pd 2.6 %
och bakgrundsvardet mellan 0-3.6 % per hona och station T/H har en frekvens som ligger hogt dven i jamforelse med
industrirecipienter och skillnaden ar signifikant (p<0.01). Vi har helt nyligen funnit att dven outvecklade embryon
kan uppkomma vid exponering for miljogifter (Lof et. al. 2016 a, b) dven om den huvudsakliga orsaken ar naringsbrist
(Sundelin et al. 2008). Aven skillnaden fér outvecklade dgg mellan stationerna ar signifikant (p = 0.0004372). Andelen
honor med missbildade och membranskadade embryon ar signifikant hogre pa stationen i Handbukten p=
0.00584427 (Fig. 4). Om man inkluderar dven outvecklade/odifferentierade dgg har 100 % av honorna pa stationen i
Handbukten nagon form av skadade agg ( Fig. 5). Skillnaden &r signifikant (p<0.01).
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Vid provtagningen i januari 2016 fanns inga vitmarlor pa station PMK 12 som provtogs 2012. Aven 2012 var
individtatheten |lag och for att erhalla 50 gravida honor kravdes 2 bottenskrap och 6 hugg. Vid detta tillfille
registrerades relativt hoga frekvenser pa stationen, vilket var anledningen till att vitmarlans reproduktion studerades
2016. PMK 12 ligger ju langre fran kusten an TH och skadorna var inte lika kraftiga som pa TH.



Fig. 6. Embryoskador (missb + memb) per station . Station PMK 12 provtogs 2012, medan TH och HAE3 provtogs
2016. Storleken pa pajerna motsvarar antal honor per station.
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Fig 7: Total antal embryoskador (missb + memb+outvecklade) per station .
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Fig 9: Andel honor med skadade embryon (missb +memb+ outvecklade). Storleken pa pajer motsvarar antal honor
per station.

Andelen honor med skadade embryon (missb+membran) var 80 % pa station TH och nér vi lagger till de outvecklade
sa hade samtliga honor skadade embryon. Vi har berdknad BAC och EAC varden fér andel honor med missbildade
och membranskadade embryon och bakgrundsvardet ligger pa 15 % och EAC vérdet pa 22 %. Det ar sdledes en
kraftig hojning frdn bakgrundsvirdet. Aven frekvensen missbildade embryon ar férhéjd frdn bakgrundsviardet 2.6 % i
Ostersjon och det &r sannolikt att vitmarlorna varit exponerade for miljogifter av ndgot slag. Vi saknar idag data 6ver
kemikalier i sedimentet och denna information skulle mojligtvis 6ka forstaelsen for de kraftiga effekterna pa
vitmarlans reproduktion.

11



Fig. 10 Missbildade och outvecklade embryon tv samt ett membranskadat (3ggmembranet har skadats och vatten
har lackt in) embryo th pa station TH i Handbukten.

Kontaminanter i sedimentet

For att forsoka utreda vilka faktorer som orsakat de kraftiga effekterna pa vitmarlan analyserades sedimentet med
avseende pa specifika kemikalier som metaller, PAHer samt PCBer. Dessutom genomfordes en forutsattningslos
(nontarget) screening av sedimentet for att ytterligare fa en uppfattning om den sedimentlevande vitmarlan
exponerats for kemikalier. Sediment insamlades fran tre lokaler i Hanobukten samt tre referenslokaler i Egentliga

Ostersjon.
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Fig. 11. Provtagningsstationer i Hanébukten samt referensstationer i Vastra Gotlandsbassangen och Norra Egentliga
Ostersjon

12



Tab. 1. Stationsdata for stationer i Handbukten och referensstationer

Omrade Station Djup (m) Latitud Longitud
Hanobukten PMK 12, Utklippan 37 5596 618 15 70 005
Handbukten TH vid T4rné 39 56 04 5700 14 56 1199
Handbukten K3 9 56 07 1599 153072

N eg. Ostersjon HAE 3 43 583118 17 18 96

N eg. Ostersjon Gr, Utsjod 50 58 45 14 175777

N eg. Ostersjon SBS 62 5930 56 194932

Resultat

Varken metaller, PAHer eller PCBer uppvisade nagra halter som skulle kunna forklara de kraftiga effekterna pa

vitmaérlan (tabell 2, 3 och 4). Metallhalterna pa station K 3 &r genomgaende hégre dn pa 6vriga stationer men det ar
bara halterna av kadmiun som skulle resultera i nagra toxiska effekter och halterna pa station TH dar vi registrerade
kraftiga effekter pa vitmarlans reproduktion avviker inte metallhalterna fran referenslokaler. PCBer var forhéjda pa

stationen K3 men dar hittades inga vitmarlor och station TH hade lagre halter an stationen vid Havringe. Halterna av

PAHer &r visserligen hogst i sedimentet fran stationerna K3 och TH i Han6bukten men &r inte sa hoga att det

forklarar de kraftiga effekterna.

Tabell 2. Metallhalter i sediment fran Handbukten och referensstationer

SAMPLE | PMK 12 Jan 2016 | TH Jan 2016 | SB 8 Jan 2016 | HAE 3 Jan 2016 | K 3 Jan 2016 | Gr.utsj6 Jan 2016
TS | % 76,3 55,4 75,6 78,7 20,4 67,1
As | mg/kg TS 0,65 4 2,48 1,35 17,7 6,69
Cd | mg/kg TS 0,0358 0,163 0,077 0,0708 2,21 0,136
Co | mg/kg TS 1,25 3,9 3,38 4,2 8,06 17,9
Cr | mg/kg TS 3,81 13,8 13,9 16,1 43,2 77,9
Cu | mg/kg TS 2,06 9,86 7,88 9,1 73,1 34,4
Hg | mg/kg TS <0.04 <0.04 <0.04 <0.04 0,291 <0.04
Ni | mg/kg TS 2,75 11,4 8,68 10,3 36,1 40,8
Pb | mg/kg TS 5,3 16,4 6,87 7,73 77,5 18,6
Vv mg/kg TS 6,25 19 17,9 21,5 39,9 89,8
Zn | mg/kg TS 14,2 45,3 35,3 39,2 191 121
Tabell 3. PCBer i sediment fran Hanobukten och referensstationer
PCB ng/g K3 TH PMK 12 HAE SB8 Gr utsjo
18 0 0 0 0 0| n.d.
28 0 0 7,6 0 6,1 | n.d.
52 318 8,4 5,1 33,9 3,7 | n.d.
70 64,1 0 0 49,6 0| n.d.
90/101 872,1 25,4 12,8 111,5 9,1 | n.d.
110 214,1 15,6 5,1 49,7 53 | n.d.
118 737,8 35,4 10,2 85,5 11,2 | n.d.
105 150,9 9,1 3,7 19,9 3,3 | nd.
149 1008,9 10,9 11,2 123,6 10,2 | n.d.
153 1744,3 24,1 19,1 194,3 18 | n.d.
138 2070,5 26,9 23 236,4 21,7 | n.d.
180+193 1071 14,7 6,8 126,9 6,8 | n.d.
199 0 0 0 0 0| n.d.
194 0 0 0 0 0| nd.
Sum 8251,7 170,5 104,6 1031,3 95,4 | n.d.
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Tabell 3. PAHer i sediment fran Hanobukten och referensstationer

Ng/g Gr utsjo HAE3 | K3 pmk12 | SB8 TH

Fluoren H#VALUE! 1,6 4,4 0,9 3,4 3,4
Phenantrene 3,2 83| 26,1 95| 20,4| 25,0
Anthracene 3,6 1,8 10,1 2,4 49 5,3
2-Methyl Anthracene 1,4 0,4 2,5 2,7 1,7 1,5
1-meFen 1,8 2,5 4,7 3,3 1,2 3,6
2-Phenylnaphtalene 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Flu 1,8 9,6 | 48,9 15,3 22,7 | 33,7
Pyr 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B(a)F 16| 15| 7,7 27| 38| 49
B(e)F 0,2 0,8 6,5 2,0 3,0 3,4
2-mePyr 0,5 0,7 3,6 1,2 1,6 2,2
1-mePyr 0,2 05| 21 0,8 10| 1,4
B(ghi)F 0,5 2,5 8,8 4,2 5,2 7,9
Cp(cd)P 0,1 0,1 1,5 0,3 0,4 4,6
B(a)A 0,5 49| 31,5 9,9 15,6 | 19,9
Chr 1,8 7,8 26,4 11,9 16,5 22,1
2,2'-dinaphtyl 01| 04 1,3 07| 08| 1,1
B(b)F 1,2 12,9 42,2 24,5 28,6 39,2
B(j+k)F 04| 51| 21,0 11,1 | 13,6 | 16,2
B(e)P 0,8 5,6 21,8 11,9 13,5 17,2
B(a)P 0,2 51 27,8 10,5 14,1 16,6
Per 10,6 9,2 11,5 3,4 19,1 10,7
Ind 0,7 17,1 59,1 29,0 31,7 46,5
B(ghi)P 0,8 11,9 42,7 19,4 21,1 30,7
Di benz(a,h) Anthreacene 0,1 2,4 11,3 4,3 5,2 7,7
Picen 0,3 3,1 12,7 5,8 6,7 10,2
Cor 1,4 5,9 14,6 8,0 9,3 10,3
Di benzo(a,e)Pyrene 0,2 1,5 9,9 2,4 3,1 3,5
Summa 33,9 | 123,6 | 460,6 198,3 | 268,3 | 348,8

Eftersom reproduktionseffekterna pa vitmarlan var mycket kraftiga och de vanligaste miljogifterna inte gav nagon
forklaring till effekterna gjordes en forutsattningslos (nontarget) screening av sedimentet. Metoden bygger pa en
bred extraktionsprocedur och darefter en hogupplosande (Orbitrap) mass spektrometri, som genererar flera tusen
unika kromatografiska element. Metoden ger bade exogena och endogena substanser samt endast molekylvikter.
Molekylvikterna motsvarar i de flesta fall unika substanser. Molekylvikternas relativa betydelse i Hanobukten
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illustreras i Fig 13. Det visade sig att stationerna i Handbukten signifikant avviker for de substanser som bidrar mest
till separationen av de tva omradena (Fig 12). Det ar idag oklart vilka substanserna ar, och uppféljande studier ar
nodvandiga for att validera eventuella @mnen som man identifierat men genom att ga in i speciella bibliotek och
jamfora massvikter skulle det kunna vara mojligt att bestamma det.
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Fig. 12. Stationerna i Hanébukten &r signifikant separerade fran referensstationerna vad galler kemiska substanser.
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Fig. 13. Sammantaget negativ och positiv jonisering. Den massavikt som mest bidrar till resultatet. De funna
molekylvikternas betydelse pa de olika stationerna
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Slutsatser
1. Skadorna pa vitmarlan pa stationer i Hanébukten dr mycket kraftiga dven jamfort med manga

industrirecipienter och de talar for att vitmarlorna paverkats av nagon typ av miljogifter.

2. Detar troligtvis inte nagot av de traditionella miljégifterna som orsakat skadorna pa vitmarlan da varken

metaller, PCBer eller PAHer visar nagra alarmerande halter.

3. Screeningen av sedimentet pa de olika stationerna visar att det ar signifikanta skillnader mellan

Handbuktsstationerna och referensstationer i Ostersjén vad géller substanser dar vi idag endast kinner

molekylvikten.

Studien har utférts med medel fran Havs- och vattenmyndigheten/Svensk miljoévervakning.
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