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1 JOHDANTO 

Arvioitaessa kemikaalien ja muiden haitallisten aineiden ympäristövaikutuksia ja 
riskejä, on olennaisen tärkeää, että käytettävissä on luotettavaa kokeellista sekä ha-
vaintoperäistä tietoa kyseessä olevista aineista. Kokeitten ja tutkimusten tuloksia on 
pystyttävä tarkastelemaan niin, että koetilanteessa tuloksiin vaikuttavat ympäristö- ja 
muut tekijät pystytään tunnistamaan ja niiden vaikutus koetuloksiin kyetään erot-
tamaan tutkittavan aineen vaikutuksista. 

Vesieläintoksikologian alueella on parhaillaan voimakas pyrkimys kehittää bioke-
miallisia ja fysiologisia menetelmiä, joiden avulla haitallisten aineiden vaikutuksia ja 
riskejä voitaisiin tunnistaa (kts. Uthe ym. 1980, Lindström-Seppä 1990). Fysiologisten 
muuttujien normaaleista tausta-arvoista ja arvojen vuotuisista muutoksista on kui-
tenkin saatavilla hyvin vähän tietoa. Tällaisen tiedon tarve on varsinkin pohjoisilla 
alueilla (Suomi sijaitsee 60°N-70°N) hyvin suuri, koska esimerkiksi valaistus- ja 
lämpötila-olot vaihtelevat eri vuodenaikoina huomattavasti. Kesällä päivä on pitkä ja 
talvella on jään ja lumen alla lähes pimeää. Veden lämpötilan vuotuinen vaihtelu on 
välillä +22°  - +0,2°  C. 

Tämä katsaus on yhteenveto ympäristöministeriön rahoittaman projektin "Kalojen 
sisäisten biologisten rytmien ja vuodenajan merkitys toksisuustutkimuksissa" tulok-
sista. Tutkimuksen yksityiskohtaiset tulokset tullaan julkaisemaan tieteellisissä aika-
kauslehdissä kolmena artikkelina (1. Annual cycle of plasma cholesterol, testosterone 
and oestradiol-176 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 käsikirjoitukset ovat viimeisteltävinä. 

Tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa tietoa luonnonkalojen ja kalanviljelylaitoksessa 
luonnonmukaisissa oloissa kasvatettujen kalojen vierasaine-, hormoni-, vesi- ja ioni-
sekä energia-aineenvaihdunnan normaaleista vuotuisista muutoksista. Lisäksi tarkoi-
tuksena oli selvittää laboratorio-olosuhteissa ja kalanviljelylaitoksessa pidettyjen 
kalojen elintoimintojen välisiä eroja. Tuloksia voidaan käyttää vertailu- ja tausta-ai-
neistona kehitettäessä haitallisten aineiden tutkimusmenetelmiä sekä tulkittaessa kuor-
mitettujen vesialueiden kaloissa havaittuja muutoksia. Tuloksia sovelletaan vesien- ja 
ympäristöntutkimuslaitoksen biologian laboratorion jatkotutkimuksissa, joissa mm. 
selvitetään talvilämpötilojen vaikutusta kalojen lisääntymiseen ja vie-
rasaineaineenvaihduntaan sekä tutkimuksessa lämpötilan vaikutuksesta kemikaalien 
bioakkumulaatioon. 

2 AINEISTO JA MENETELMÄT 

2.1 Koejärjestelyt 

Työ tehtiin Taimen Oy:n Lankamaan kalanviljelylaitoksessa ja vesien-ja ympäris-
töntutkimuslaitoksen biologian laboratoriossa. Koekalaksi valittiin 2-vuotinen järvitai- 
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men (Salmo trutta m. lacustris L.), jota käytetään yleisesti myrkyllisyystutkimuksissa. 
Se on luonnossa esiintyvä laji, jota viljellään normaaleissa vuotuisissa valaistus- ja 
lämpötilaolosuhteissa. 

Taimenet pidettiin kalanviljelylaitoksessa ulkona kattamattomassa maa-altaassa, ja 
niitä hoidettiin laitoksen normaalin rutiinin mukaisesti. Saman parven kaloja (sama 
mätierä) tuotiin biologian laboratorioon kahteen lasikuitualtaaseen (ryhmä I ja II), 
joissa oli läpivirtaus (käsittelemätön Päijännetunnelin vesi) ja jatkuva hapetus. Veden 
lämpötila oli kokeen aikana +100±30  C ja valaistus 12L/12D. Kaloja ruokittiin kolme 
kertaa viikossa samalla rehulla kuin kalanviljelylaitoksen kalojakin. Ryhmässä I 
kalatiheys oli lähes sama kuin kalanviljelylaitoksen ryhmässä, ryhmässä II se oli noin 
puolet pienempi. 

Tarkoituksena oli tutkia myös luonnon ahvenia (Perca fluviatilis L.). Ahvenet pyydet-
tiin Lankajärvestä (62°N30';26°E), josta kalanviljelylaitos ottaa käyttövetensä, ja Ali-
sesta Mustajärvestä (61°13'N;25°10'E). Ahvenista ei kuitenkaan voitu tutkia koko 
vuosirytmiä, koska niitä saatiin Lankajärvestä vain heinäkuusta syyskuuhun 1992. 
Alisen Mustajärven ahvenet pyydettiin vain heinäkuussa. Tämän osakokeen tarkoi-
tuksena oli verrata kahden järven ahvenpopulaatioiden aineenvaihdunnallisia eroja 
yhden kesäkuukauden aikana. 

2.2 Näytteenotto 

Taimenista otettiin näytteet kerran kuussa 13 kuukauden ajan. Näytteet otettiin aina 
samaan vuorokauden aikaan, jotta kalojen vuorokausirytmi ei häiritsisi tulosten 
tulkintaa (Laidley ja Leatherland, 1988). Ensimmäiset näytteet otettiin maaliskuussa 
1992, jolloin ryhmän I kalat tuotiin laboratorioon. Ryhmän II kalat tuotiin laboratori-
oon kesäkuun alussa. 

Ennen näytteenottoa kalat saivat paastota kaksi päivää. Taimenet ja ahvenet käsiteltiin 
samalla tavoin. Näytteidenotossa (yksi kala kerrallaan) kala tainnutettiin iskulla 
päähän, mitattiin ja punnittiin. Verinäyte otettiin pyrstösuonesta heparinoituun ruis-
kuun (ammonium hepariini, Sigma). Plasma erotettiin välittömästi ja pakastettiin, 
kuten maksa- ja lihasnäytteetkin, nestetyppeen, jossa niitä säilytettiin analysointiin 
asti. Kudosindeksin laskemista varten (kudosindeksi = % ruumiinpainosta) tarvittavat 
kudokset punnittiin välittömästi ja paloiteltiin eri analyyseja varten. 

Plasmasta määritettiin kalsium-, magnesium- (Waco testikitti), proteiini- (Biuret 
menetelmä, Layne 1957), kolesteroli- (Boehringer testikitti, Monotest), testosteroni-
ja estradiol-17B-pitoisuudet. Hormonipitoisuudet määritettiin RIA-menetelmällä 
(Scott ym. 1982). Plasmasta määritettiin lisäksi sen osmolarisuus (Advanced Micro-
Osmometer, modell 3MO). 

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

Elokuun 1992 puolessa välissä laboratorioryhmän I taimenet sairastuivat (Flexibacter, 
Järvi, suull. tieto) ja osa kaloista kuoli. Kaloja ei lääkitty ja infektio oli ohi syyskuun 
lopulla, jonka jälkeen yksikään kala ei kuollut. Muissa ryhmissä kalat olivat terveitä, 
kuolleisuus oli 0%. 

3 TULOKSET 

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

Taulukko 1. Veden laatu eri testiryhmissä. Päijänneveden arvot ovat vuoden 1992 kuukausien 
keskiarvoja, muut arvot ovat vuosien 1991 ja 1992 aikana mitattujen arvojen raja-arvoja. 

Lankajärvi 	Päijänne 	Alinen Mustajärvi 

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

Syksyllä 1992 vedet jäähtyivät hyvin hitaasti (kuva 1.) ja järvet jäätyivät ennen kuin 
vesi oli kunnolla jäähtynyt. Lankajärvi ja kalanviljelylaitoksen altaat saivat ensim-
mäisen jääpeitteensä marraskuussa. Jääpeite kuitenkin suli ja vedet jäätyivät kunnolla 
vasta tammikuussa 1993. Jäät lähtivät maaliskuun puolivälissä. 

3.1 Taimenet 

Ensimmäisen puolen vuoden aikana (maaliskuu-heinäkuu 1992) taimenet kasvoivat 
kaikissa testiryhmissä samalla tavalla (kuva 2). Elokuusta lähtien kalanviljelylaitok-
sessa olleet kalat olivat merkitsevästi 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 
vetisempiä kuin kalanviljelylaitoksen taimenet. 
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Kalat keräävät normaalisti energiavaroja lämpimän veden aikana kesällä. Myös tässä 
tutkimuksessa taimenten energiavarat (kuvat 6-7) olivat huipussaan alkutalvella. 
Laitoskalojen maksan glykogeenipitoisuus oli merkitsevästi pienempi kuin laborato-
riokalojen. Maksan rasvapitoisuus samoin kuin lihaksen rasvapitoisuus sitävastoin 
olivat merkitsevästi suuremmat. Maksan painon (kuva 8) vuotuiset muutokset 
näyttävät oleellisesti liittyvän 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 kesäkuukausina, ja se oli laitoskaloilla merkitsevästi 
alhaisempi kuin laboratoriokaloilla ja koirailla alempi kuin naarailla. Kalanviljelylai-
toksen koirailla maksan EROD aktiivisuus oli alimmillaan kalojen normaaliin kutuai-
kaan (loka-marraskuu). Tämä johtunee siitä, että osa näistä koiraista oli sukukypsiä 
jo tällöin. Muissa ryhmissä ja naarailla vastaavaa ei ollut havaittavissa. 

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

Plasman sukuhormoni- ja kolesterolipitoisuuksissa ja sukurauhasten painossa (kuvat 
11-13) oli havaittavissa selvä vuosirytmiikka. Naarailla sykli ei ollut yhtä selväpiirtei-
nen kuin koirailla. Sukukypsien kalojen plasman testosteronipitoisuus ja sukurauhasten 
paino on huipussaan juuri ennen kutua (Scott ym. 1980a ja b). Vaikka koekalat olivat 
vielä juveniileja, osalla kalanviljelylaitoksen koiraita maiti oli juoksevaa syksyllä 
1992, ja ryhmän sisäiset hajonnat olivat suuret. Näillä koirailla plasman testos-
teronipitoisuus ja sukurauhasten paino oli samaa suuruusluokkaa kuin sukukypsien 
kalojen. Plasman kolesterolipitoisuuden huippu oli kuukautta myöhemmin kuin hor-
monipitoisuuksien. Laboratorioryhmien kaloilla lisääntymisrytmi näytti viivästyneen. 

Infektio laski merkittävästi ryhmän I kalojen aineenvaihduntaa, mikä näkyi lähes 
kaikissa mitatuissa muuttujissa. Infektion mentyä ohi kalat toipuivat kuitenkin hyvin, 
ja erot toisen laboratorioryhmän kaloihin eivät olleet enää merkitseviä. Suuri 
kalatiheys laboratorio-oloissa näyttää aiheuttavan kaloille stressiä, mikä johtaa kalojen 
sairastumiseen. Kalalaitoksessa samassa tiheydessä pidetyt kalat ja laboratoriossa 
harvemmassa pidetyt kalat olivat ulkoisesti täysin terveitä koko kokeen ajan. 

3.2 Ahvenet 

Vaikka ahvennäytteet saatiin vain kolme kertaa (heinäkuu-syyskuu 1992), ja ahvenet 
olivat sukukypsiä (5-6 vuotiaita, Pääkkönen henk. koht. tieto), tulokset antavat 
viitteitä siitä, että ahventen ja taimenten välillä on selviä aineenvaihdunnallisia eroja 
(kts. liitteinä olevat kuvat). Myös eri ahvenpopulaatioiden väliset erot olivat mer-
kitseviä. 

4 YHTEENVETO 

Saatujen tulosten mukaan taimenien aineenvaihdunta noudattaa selvää vuotuista rytmiä 
ja eri oloissa pidettyjen kalojen vuosirytmi on hyvin samankaltainen. Mitattujen 
aineenvaihduntamuuttujien pitoisuuksissa ja aktiivisuuksissa oli kuitenkin merkitseviä 
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eroja eri ryhmien välillä. Merkittävää oli, että kalojen vierasaineaineenvaihdunta oli 
huipussaan talvella. 

Vaikka kalat olivat nuoria, eivät vielä lisääntymisikäisiä, kalanviljelylaitoksessa 
olleiden koiraiden joukossa oli osa, jotka olivat sukukypsiä jo syksyllä 1992. Naa-
raissa ja laboratorioryhmien kaloissa ei vastaavaa ollut havaittavissa. Laboratoriossa 
pidettyjen kalojen lisääntymisrytmi oli viivästynyt. 

Kaikki käytetyt ahvenet olivat sukukypsiä. Tästä syystä ja koska anvenia saatiin vain 
rajoitettuna aikana, ei niiden ja taimenten aineenvaihdunnallista vuosirytmiikkaa voi 
kunnolla verrata tämän tutkimuksen perusteella. Saadut tulokset osoittavat kuitenkin, 
että koejakson aikana ahventen vierasaineaineenvaihduntaa kuvaavat entsyymiaktiivi-
suudet olivat merkitsevästi alhaisemmat kuin taimenilla. Kaikenkaikkiaan aineenvaih-
dunnallisten muuttujien pitoisuus- ja aktiivisuuserot olivat merkitseviä tutkittujen 
kahden lajin välillä. Erot olivat merkitseviä myös kahden järven ahvenpopulaatioiden 
välillä. 

Lajikohtaiset erot saattavat osittain johtua esimerkiksi eri lisääntymisajankohdasta; 
taimenet kutevat syksyllä, ahvenet keväällä. Kutuun liittyvä aineenvaihdunta on hyvin 
erilaista keväällä ja syksyllä. Tulokset osoittivat myös, että aineenvaihdunta on 
erilaista eri sukupuolilla. Kalojen sairastuminen heikensi niiden aineenvaihduntaa 
huomattavasti. 

Veden laatutekijöillä ja maantieteellisillä eroilla osoittautui myös olevan vaikutusta. 
Eri ahvenpopulaatioiden väliset aineenvaihdunnalliset erot saattavat osittain johtua 
näistä tekijöistä. 

Tulos osoitti, että kalojen elintoimintojen säätely on selvästi synnynnäistä, geneettistä. 
Tästä huolimatta hyvin monet ulkoiset tekijät vaikuttavat niiden aineenvaihduntaan. 
Näiden tekijöiden 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 NÄYTTEENOTTOPÄIVÄT. 
Veden lämpötilat ( 0.9 ) kalanviljelylaitoksessa, ( **• ) laboratoriossa, päivän pituudet ( -- ) 
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LIITE 2. TAIMENEN JA AHVENEN KASVU, ESITETTYNÄ PAINONMUUTOKSINA (g) ERI 
NÄYTTEENOTTOPÄIVINÄ. 
Kalanviljelylaitoksen ryhmä ! , ryhmä I < < " , ryhmä II < ;4° , Lankajärven ahvenet 	, Alisen Mustajärven ahvenet II $ 
Vasen pylväs esittää koiraiden ja oikea naaraiden tulosten keskiarvoja (± SD). Pylväiden alla on kalojen lukumäärä. 
i P<0,1; * P<0,05; * * P<0,01;* * * P<0,001. 
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LIITE 3. KALOJEN PL4SNIAN a) OSMOLARISUUS (mOsm/leg), b) PROTEIINIPITOISUUS (g/1). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LHTE 4. KALOJEN PLASMAN a) KALSIUM-, b) MAGNESIUMPITOISUUS (mmol/l). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 5. KALOJEN a) VALKEAN LIHAKSEN, b) MAKSAN VESIPITOISUUS (%). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 6. KALOJEN MAKSAN a) GLYKOGEENI-, b) PROTEIINIPITOISUUS (%). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LI TE 7. KALOJEN a) ASAN, b) LIHAKSEN PROTEIINIPITOISUUS (%). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 8. KALOJEN MAKSAN PAINO ESITETTYNÄ KUDOSINDEKSINÄ (MSI = % kalan painosta). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 9. KALOJEN ASAN a) EROD-AKTIIVISUUS (pmol/mg prot/min), b) GSH PITOISUUS (gmol/g ww). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 10. KALOJEN MAKSAN UDPGT.AKTIIVISUUS (pmol/mg Prot/min). 	 0 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 11. KALOJEN PLASMAVY TESTOSTERONIPITOISUUS (pg/ml). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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LIITE 12. KALOJEN PLASMAN a) ESTRADIOLI47f - (pg/ml), b) KOLESTEROLIPITOISUUS (mmol/1). 
Katso selitykset liitteestä 2. 	 N 
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LIITE 13. KALOJEN SUKURAUHASTEN PAINO ESITETTYNÄ KUDOSINDEKSINÄ (GSI = % kalan painosta). 
Katso selitykset liitteestä 2. 
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