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1 JOHDANTO

Arvioitaessa kemikaalien ja muiden haitallisten aineiden ympéristovaikutuksia ja
riskejd, on olennaisen tirkedd, ettd kdytettdvissd on luotettavaa kokeellista sekd ha-
vaintoperdistd tietoa kyseessd olevista aineista. Kokeitten ja tutkimusten tuloksia on
pystyttava tarkastelemaan niin, ettd koetilanteessa tuloksiin vaikuttavat ymparisto- ja
muut tekijat pystytddn tunnistamaan ja niiden vaikutus koetuloksiin kyetddn erot-
tamaan tutkittavan aineen vaikutuksista.

Vesieldintoksikologian alueella on parhaillaan voimakas pyrkimys kehittdd bioke-
miallisia ja fysiologisia menetelmid, joiden avulla haitallisten aineiden vaikutuksia ja
riskejé voitaisiin tunnistaa (kts. Uthe ym. 1980, Lindstrom-Seppa 1990). Fysiologisten
muuttujien normaaleista tausta-arvoista ja arvojen vuotuisista muutoksista on kui-
tenkin saatavilla hyvin vahin tietoa. Téllaisen tiedon tarve on varsinkin pohjoisilla
alueilla (Suomi sijaitsee 60°N-70°N) hyvin suuri, koska esimerkiksi valaistus- ja
lampdétila-olot vaihtelevat eri vuodenaikoina huomattavasti. Kesdlld paiva on pitkd ja
talvella on jdan ja lumen alla ldhes pimedd. Veden ldmpdtilan vuotuinen vaihtelu on
vililld +22° - +0,2° C.

Témé katsaus on yhteenveto ympiéristoministerion rahoittaman projektin "Kalojen
sisdisten biologisten rytmien ja vuodenajan merkitys toksisuustutkimuksissa" tulok-
sista. Tutkimuksen yksityiskohtaiset tulokset tullaan julkaisemaan tieteellisissa aika-
kauslehdissd kolmena artikkelina (1. Annual cycle of plasma cholesterol, testosterone
and oestradiol-178 concentration of 2-year-old Salmo trutta m. lacustris L.
maintained in a fish farm and in a laboratory conditions, 2. Annual cycle of liver
ethoxyresorufin-O-deethylase and UDP-glucuronosyltransferase activities and
glutathione content of 2-year-old Salmo trutta m. lacustris L. in laboratory and fish
farm conditions, ja 3. Annual changes in some osmotic and energy store parameters
of 2-year-old Salmo trutta m. lacustris L. in fish farm and laboratory conditions),
joiden kasikirjoitukset ovat viimeisteltavina,

Tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa tietoa luonnonkalojen ja kalanviljelylaitoksessa
luonnonmukaisissa oloissa kasvatettujen kalojen vierasaine-, hormoni-, vesi- ja ioni-
sekd energia-aineenvaihdunnan normaaleista vuotuisista muutoksista. Lisaksi tarkoi-
tuksena oli selvittdd laboratorio-olosuhteissa ja kalanviljelylaitoksessa pidettyjen
kalojen elintoimintojen vilisid eroja. Tuloksia voidaan kayttda vertailu- ja tausta-ai-

neistona kehitettdessd haitallisten aineiden tutkimusmenetelmii seka tulkittaessa kuor-
mitettujen vesialueiden kaloissa havaittuja muutoksia. Tuloksia sovelletaan vesien- ja
ymparistontutkimuslaitoksen biologian laboratorion jatkotutkimuksissa, joissa mm.
selvitetddn talvildimpdtilojen  vaikutusta  kalojen  lisddntymiseen ja  vie-
rasaineaineenvaihduntaan sekd tutkimuksessa ldmpoétilan vaikutuksesta kemikaalien
bioakkumulaatioon.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Koejirjestelyt

Tyo tehtiin Taimen Oy:n Lankamaan kalanviljelylaitoksessa ja vesien-ja ymparis-
tontutkimuslaitoksen biologian laboratoriossa. Koekalaksi valittiin 2-vuotinen jarvitai-
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men (Salmo trutta m. lacustris L.), jota kiytetdédn yleisesti myrkyllisyystutkimuksissa.
Se on luonnossa esiintyva laji, jota viljellddn normaaleissa vuotuisissa valaistus- ja
lampdotilaolosuhteissa.

Taimenet pidettiin kalanviljelylaitoksessa ulkona kattamattomassa maa-altaassa, ja
niitd hoidettiin laitoksen normaalin rutiinin mukaisesti. Saman parven kaloja (sama
métierd) tuotiin biologian laboratorioon kahteen lasikuitualtaaseen (ryhma I ja II),
joissa oli ldpivirtaus (késittelemdton Paijinnetunnelin vesi) ja jatkuva hapetus. Veden
limpétila oli kokeen aikana +10°+3° C ja valaistus 121/12D. Kaloja ruokittiin kolme
kertaa viikossa samalla rehulla kuin kalanviljelylaitoksen kalojakin. Ryhméssd I
kalatiheys oli lihes sama kuin kalanviljelylaitoksen ryhméssé, ryhméssé II se oli noin
puolet pienempi.

Tarkoituksena oli tutkia myds luonnon ahvenia (Perca fluviatilis 1..). Ahvenet pyydet-
tiin Lankajirvesti (62°N30';26°E), josta kalanviljelylaitos ottaa kiyttovetensi, ja Ali-
sesta Mustajirvestd (61°13'N;25°10'E). Ahvenista ei kuitenkaan voitu tutkia koko
vuosirytmié, koska niitd saatiin Lankajérvestd vain heindkuusta syyskuuhun 1992.
Alisen Mustajarven ahvenet pyydettiin vain heindkuussa. Témén osakokeen tarkoi-
tuksena oli verrata kahden jarven ahvenpopulaatioiden aineenvaihdunnallisia eroja
yhden kesidkuukauden aikana.

2.2 Naytteenotto

Taimenista otettiin néytteet kerran kuussa 13 kuukauden ajan. Niytteet otettiin aina
samaan vuorokauden aikaan, jotta kalojen vuorokausirytmi ei héiritsisi tulosten
tulkintaa (Laidley ja Leatherland, 1988). Ensimmadiset ndytteet otettiin maaliskuussa
1992, jolloin ryhman I kalat tuotiin laboratorioon. Ryhmin II kalat tuotiin laboratori-
oon kesdkuun alussa.

Ennen néytteenottoa kalat saivat paastota kaksi pdivad. Taimenet ja ahvenet késiteltiin
samalla tavoin. Niytteidenotossa (yksi kala kerrallaan) kala tainnutettiin iskulla
pédhdn, mitattiin ja punnittiin, Verindyte otettiin pyrstdsuonesta heparinoituun ruis-
kuun (ammonium hepariini, Sigma). Plasma erotettiin valittomaésti ja pakastettiin,
kuten maksa- ja lihasndytteetkin, nestetyppeen, jossa niitd sdilytettiin analysointiin
asti. Kudosindeksin laskemista varten (kudosindeksi = % ruumiinpainosta) tarvittavat
kudokset punnittiin valittdmaisti ja paloiteltiin eri analyyseja varten.

Plasmasta maidritettiin kalsium-, magnesium- (Waco testikitti), proteiini- (Biuret
menetelma, Layne 1957), kolesteroli- (Boehringer testikitti, Monotest), testosteroni-
ja estradiol-178-pitoisuudet. Hormonipitoisuudet médritettiin RIA-menetelmalld
(Scott ym. 1982). Plasmasta mééritettiin lisdksi sen osmolarisuus (Advanced Micro-
Osmometer, modell 3MO).

Lihaksesta médritettiin vesi- (%) ja rasvapitoisuus (%), ja maksasta proteiini- (%),
glykogeeni- (%) ja rasvapitoisuus (%) (Soivio ja Virtanen 1980). Maksasta maari-
tettiin lisdksi etoksiresorufiini-O-detetylaasin (EROD), (Porter ym. 1989, mukaeltu
menetelmé; 0,1 M Tris-puskuri ja inkubointilimpétila +18°) ja uridiinidifosfogluku-
ronosyylitransferaasin (UDPGT) aktiivisuus (Castrén ja Oikari 1983), sekd gluta-
tionipitoisuus (GSH) (Saville 1958).
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Koiraiden ja naaraiden tulokset on esitetty erikseen liitteina olevissa kuvissa. Tulosten
tilastollinen testaus on tehty Student's t-testilld (Siegel 1956).

Elokuun 1992 puolessa vilissi laboratorioryhmén I taimenet sairastuivat (Flexibacter,
Jirvi, suull. tieto) ja osa kaloista kuoli. Kaloja ei la#kitty ja infektio oli ohi syyskuun
lopulla, jonka jilkeen yksikddn kala ei kuollut. Muissa ryhmissd kalat olivat terveité,
kuolleisuus oli 0%.

3 TULOKSET

Taulukko 1.

Tulokset on esitetty liitteiné olevissa kuvissa. Taulukossa 1 on esitetty eri testiryhmien
veden laatu

Veden laatu eri testiryhmissd. Péijdnneveden arvot ovat vuoden 1992 kuukausien

keskiarvoja, muut arvot ovat vuosien 1991 ja 1992 aikana mitattujen arvojen raja-arvoja.

Lankajérvi Pédijanne Alinen Mustajirvi
pH 6,3-6,6 7,2 5,3-5,8
Viri 10 19 44-83
Johtokyky (mS/m) 2,3 7,9 1,5-1,8
Alkaliniteetti (mmol/l) 0,03-0,04 0,3 0,01-0,03
COD (mg/l) 2,1-2,6 5,2 -
Kok. N (ug/) 190-240 420 260-900
Kok. P (ug/l) 4 13 6-36
Fe (ug/) 39-48 40 100-200
Mn (ug/l) 4-6 4 30
Al (ug/l) 13-20 20 -
Ca (mg/l) 1,6 5,7 1,8-2,0
K (mg/l) 0,4 1,4 0,4
‘Mg (mg/l) 0,4-0,5 1,6 0,4

1,2 4,7 0,5

Na (mg/1)

Syksylla 1992 vedet jaahtyivét hyvin hitaasti (kuva 1.) ja jérvet jadtyivat ennen kuin
vesi oli kunnolla jadhtynyt. Lankajdrvi ja kalanviljelylaitoksen altaat saivat ensim-
maéisen jédpeitteensd marraskuussa. Jadpeite kuitenkin suli ja vedet jddtyivit kunnolla
vasta tammikuussa 1993, J4it 1ihtivit maaliskuun puolivilissa.

3.1 Taimenet

Ensimmadisen puolen vuoden aikana (maaliskuu-heindkuu 1992) taimenet kasvoivat
kaikissa testiryhmissd samalla tavalla (kuva 2). Elokuusta ldhtien kalanviljelylaitok-
sessa olleet kalat olivat merkitsevésti painavampia kuin laboratorioryhmien kalat.

Vuotuiset vesi- ja ionitasapainon muutokset on esitetty kuvissa 3-5. Plasman os-
molarisuus oli suurin talvikuukausina. Laboratorio-oloissa pidetyt taimenet olivat
vetisempid kuin kalanviljelylaitoksen taimenet.
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Kalat kerddvét normaalisti energiavaroja lampimén veden aikana kesilld. My0s tdssi
tutkimuksessa taimenten energiavarat (kuvat 6-7) olivat huipussaan alkutalvella.
Laitoskalojen maksan glykogeenipitoisuus oli merkitsevisti pienempi kuin laborato-
riokalojen. Maksan rasvapitoisuus samoin kuin lihaksen rasvapitoisuus sitdvastoin
olivat merkitsevdsti suuremmat. Maksan painon (kuva 8) vuotuiset muutokset
ndyttavat oleellisesti liittyvdn maksan glykogeenipitoisuuden muutoksiin. Tulosten
mukaan laboratoriokalojen energiankulutus oli talvella suurempi kuin laitoskalojen.

Maksan EROD-aktiivisuus ja GSH pitoisuus olivat huipussaan talvella (kuvat 9.).
EROD aktiivisuus oli alimmillaan kesdkuukausina, ja se oli laitoskaloilla merkitsevésti
alhaisempi kuin laboratoriokaloilla ja koirailla alempi kuin naarailla. Kalanviljelylai-
toksen koirailla maksan EROD aktiivisuus oli alimmillaan kalojen normaaliin kutuai-
kaan (loka-marraskuu). Tdmé johtunee siitd, ettd osa ndistd koiraista oli sukukypsid
jo tdlloin. Muissa ryhmissi ja naarailla vastaavaa ei ollut havaittavissa.

GSH pitoisuuden ja UDPGT aktiivisuuden vuotuiset muutokset olivat samankaltaiset,
vaikkakin UDPGT:n muutokset olivat vahdisempid kuin GSH:n.

Plasman sukuhormoni- ja kolesterolipitoisuuksissa ja sukurauhasten painossa (kuvat
11-13) oli havaittavissa selvéd vuosirytmiikka. Naarailla sykli ei ollut yhté selvépiirtei-
nen kuin koirailla. Sukukypsien kalojen plasman testosteronipitoisuus ja sukurauhasten
paino on huipussaan juuri ennen kutua (Scott ym. 1980a ja b). Vaikka koekalat olivat
vield juveniileja, osalla kalanviljelylaitoksen koiraita maiti oli juoksevaa syksylld
1992, ja ryhmén sisdiset hajonnat olivat suuret. Niilld koirailla plasman testos-
teronipitoisuus ja sukurauhasten paino oli samaa suuruusluokkaa kuin sukukypsien
kalojen. Plasman kolesterolipitoisuuden huippu oli kuukautta myéhemmin kuin hor-
monipitoisuuksien. Laboratorioryhmien kaloilla lisddntymisrytmi naytti viivastyneen.

Infektio laski merkittdvasti ryhméan I kalojen aineenvaihduntaa, mikd ndkyi ldhes
kaikissa mitatuissa muuttujissa. Infektion mentyé ohi kalat toipuivat kuitenkin hyvin,
ja erot toisen laboratorioryhman kaloihin eivét olleet endd merkitsevia. Suuri
kalatiheys laboratorio-oloissa ndyttda aiheuttavan kaloille stressid, miké johtaa kalojen
sairastumiseen. Kalalaitoksessa samassa tiheydessd pidetyt kalat ja laboratoriossa
harvemmassa pidetyt kalat olivat ulkoisesti tdysin terveitd koko kokeen ajan.

3.2 Ahvenet

Vaikka ahvennidytteet saatiin vain kolme kertaa (heindkuu-syyskuu 1992), ja ahvenet
olivat sukukypsid (5-6 vuotiaita, Pddkkonen henk. koht. tieto), tulokset antavat
viitteitd siitd, ettd ahventen ja taimenten valilld on selvid aineenvaihdunnallisia eroja
(kts. liitteind olevat kuvat). My0s eri ahvenpopulaatioiden viliset erot olivat mer-
kitsevia.

4 YHTEENVETO

Saatujen tulosten mukaan taimenien aineenvaihdunta noudattaa selvai vuotuista rytmia
ja eri oloissa pidettyjen kalojen vuosirytmi on hyvin samankaltainen. Mitattujen
aineenvaihduntamuuttujien pitoisuuksissa ja aktiivisuuksissa oli kuitenkin merkitsevia
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eroja eri ryhmien vélilld. Merkittdvaa oli, ettd kalojen vierasaineaineenvaihdunta oli
huipussaan talvella.

Vaikka kalat olivat nuoria, eivét vield lisddntymisikdisid, kalanviljelylaitoksessa
olleiden koiraiden joukossa oli osa, jotka olivat sukukypsid jo syksylld 1992, Naa-
raissa ja laboratorioryhmien kaloissa ei vastaavaa ollut havaittavissa. Laboratoriossa
pidettyjen kalojen lisddntymisrytmi oli viivéastynyt.

Kaikki kdytetyt ahvenet olivat sukukypsid. Téstd syystd ja koska anvenia saatiin vain
rajoitettuna aikana, ei niiden ja taimenten aineenvaihdunnallista vuosirytmiikkaa voi
kunnolla verrata tdmén tutkimuksen perusteella. Saadut tulokset osoittavat kuitenkin,
ettd koejakson aikana ahventen vierasaineaineenvaihduntaa kuvaavat entsyymiaktiivi-
suudet olivat merkitsevisti alhaisemmat kuin taimenilla. Kaikenkaikkiaan aineenvaih-
dunnallisten muuttujien pitoisuus- ja aktiivisuuserot olivat merkitsevid tutkittujen
kahden lajin vélilld. Erot olivat merkitsevid myos kahden jiarven ahvenpopulaatioiden
vililla.

Lajikohtaiset erot saattavat osittain johtua esimerkiksi eri lisddntymisajankohdasta;
taimenet kutevat syksylld, ahvenet kevaalld. Kutuun liittyvd aineenvaihdunta on hyvin
erilaista kevailld ja syksylld. Tulokset osoittivat myds, ettd aineenvaihdunta on
erilaista eri sukupuolilla. Kalojen sairastuminen heikensi niiden aineenvaihduntaa
huomattavasti.

Veden laatutekijoilld ja maantieteellisilld eroilla osoittautui myds olevan vaikutusta.
Eri ahvenpopulaatioiden viliset aineenvaihdunnalliset erot saattavat osittain johtua
ndistd tekijoista.

Tulos osoitti, ettd kalojen elintoimintojen sédtely on selvésti synnynnéistd, geneettista.
Téstd huolimatta hyvin monet ulkoiset tekijat vaikuttavat niiden aineenvaihduntaan.
Naiiden tekijoiden osuus tulee ottaa mahdollisimman tarkkaan huomioon, kun vertail-
laan tai arvioidaan haitallisten aineiden tutkimuksista saatuja tuloksia.
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LIITE 1. VEDEN LAMPOTILAT, PAIVAN PITUUDET KESKI-SUOMESSA JA NAYTTEENOTTOPAIVAT.
Veden limpétilat ( @@ @ ) kalanviljelylaitoksessa, ( s ## ) laboratoriossa, pdivén pituudet ( e )
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LIITE 2. TAIMENEN JA AHVENEN KASVU, ESITETTYNA PAINONMUUTOKSINA (g) ERI
NAYTTEENOTTOPAIVINA.

Kalanviljelylaitoksen ryhma [ , ryhma I , ryhma I & Lankajiarven ahvenet ==== , Alisen Mustajdrven ahvenet HH .
Vasen pylvis esittdd koiraiden ja oikea naaraiden tulosten keskiarvoja (= SD). Pylvdiden alla on kalojen lukuméara.
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LIITE 3. KALOJEN PLASMAN a) OSMOLARISUUS (mOsm/kg), b) PROTEIINIPITOISUUS (g/D).
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LIITE 4. KALOJEN PLASMAN a) KALSIUM-, b) MAGNESIUMPITOISUUS (mmol/l).
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LIITE 5. KALOJEN a) VALKEAN LIHAKSEN, b) MAKSAN VESIPITOISUUS (%).
Katso selitykset liitteestd 2.

a)

i Kl

VO 7B 64 &2
19.8.

/\.
% %
,C.. .
—_—e,
o - PN /‘ \ \\ \
™7 11 !br T +
60
a0+
20
| Lili]
28 9N WY n9 61U 69 6% W00
1253: 22.6. 2.6. 152
1992
- >- ~,
L —e,
80 ot \ \ .'\‘\
70 e T S— Mas
60 |-
TS50
&0 -
30F ||
20
10 -
8 812 19 In W0 nY9 6m 64 6% VO
123. 2.4, 2.6. 15.7.
1992

V0 713 64 &2
19.8.

—8 9n L6
2.9,

28 9N 46
23.9.

1¢

14

/—\
/'\"\ \
1 -
3]8
B
i
il
Bl
i B
.
128 610 73 BS5 510 37
3.1 233
e, -
. st et - e Il TN
—s © s - 2% Pe »
5 \\ //’\'\ /.’."_Q..\ //“.-0 2% e . e
» - - ...’-'- A P 2
E
9 ]
©z8 6W 73 812 69 64 L1 87 S5 - %7 510 28 6 5® 37 61 64 64
3. 812. 19.1. 232. 233 204,
1993

6T

S ALIT



LIITE 6. KALOJEN MAKSAN a) GLYKOGEENI-, b) PROTEIINIPITOISUUS (%).

Katso selitykset liitteesta 2.
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LIITE 7. KALOJEN a) MAKSAN, b) LIHAKSEN PROTEIINIPITOISUUS (%).
Katso selitykset liitteesta 2.
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LIITE 8. KALOJEN MAKSAN PAINO ESITETTYNA KUDOSINDEKSINA (MSI = % kalan painosta).
- Katso selitykset liitteestd 2.
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LIITE 9. KALOJEN MAKSAN a) EROD-AKTIIVISUUS (pmol/mg prot/min), b) GSH PITOISUUS (umol/g ww).
Katso selitykset liitteestd 2.
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LIITE 10. KALOJEN MAKSAN UDPGT-AKTIIVISUUS (pmol/mg prot/min).

Katso selitykset liitteestd 2.
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LIITE 11. KALOJEN PLASMAN TESTOSTERONIPITOISUUS (pg/ml).

Katso selitykset liitteesta 2.
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LIITE 12. KALOJEN PLASMAN a) ESTRADIOLI-178- (pg/ml), b) KOLESTEROLIPITOISUUS (mmol/l).
Katso selitykset liitteestd 2.
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LIITE 13. KALOJEN SUKURAUHASTEN PAINO ESITETTYNA KUDOSINDEKSINA (GSI = % kalan painosta).
Katso selitykset liitteestd 2.
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Tutkimuksen tavoitteena oli selvittda normaaleita vuotuisia muutoksia
kalojen elintoiminnoissa ja tuottaa tietoa luonnonkalojen samoin kuin
sumputuskokeissa kaytettavien kalojen elintoimintojen tausta-arvoista.
Lisaksi tarkoituksena oli selvittaa laboratorio-olosuhteissa ja "luonnossa’
pidettyjen kalojen normaalien elintoimintojen vélisia eroja. Puhdasaine-
altistukset tehdaan yleensa aina vakioiduissa laboratorio-olosuhteissa,
mutta tietoa kalojen normaaleista elintoiminnoista naissa olosuhteissa
puuttuu. Tietoa tarvitaan vertailu- ja tausta-aineistoksi kehitettaessa
haitta-aineiden vaikutustutkimuksia. Ymparistovaikutusten arvioinnissa
on pystyttava erottamaan haitta-aineiden vaikutukset kalan normaaleista
aineenvaihduntareaktioiden ja luontaisten ymparistomuutosten
aiheuttamista vaikutuksista.
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