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Forord

Rapporten Kumulativa effekter: Inkludering av icke-kemiska stressorer i indika-
torn ReproIND redovisar resultaten fran ett av sju projekt som finansierades inom
forskningsutlysningen “Kumulativa effekter p&4 miljon”. Genom denna utlysning
avsag Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten att frimja utvecklingen
av metoder och analytiska verktyg for kvalitativ och kvantitativ beddmning av
kumulativa effekter pa ekosystem inom ramen fér miljobedémningar. Projektet
har finansierats av Naturvardsverkets miljoforskningsanslag.

Rapporten har forfattats av Elena Gorokhova, Sebastian Abel, Gastén Alur-
ralde, Ann-Kristin Eriksson Wiklund, Anna Sobek, Yves Saladin, Sophie Steiger-
wald och Brita Sundelin (Stockholms universitet). Den vetenskapliga kvaliteten
har granskats av Ingela Dahll6f (G6teborgs universitet) och den praktiska rele-
vansen har granskats av Johan Gustafsson (Havs- och vattenmyndigheten) samt
Elisabeth Nyberg (Naturvardsverket).

Forfattarna svarar for rapportens innehall.
Stockholm, februari 2026

Marie Uhrwing
Avdelningschef,
Avdelningen fér samordning, regeringsuppdrag och internationellt samarbete
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Ordlista

Term

ReproIND

Reproduktiv
hélsa

Kumulativa
effekter

Icke-kemiska
stressorer

Kemisk aktivitet

Potentiellt
belastningsindex
(PLI)

Milj6status

God miljostatus
(GES)

Biologisk effekt-
baserad indikator

Definition

ReproIND ér en integrerad biologisk effektindikator
som sammanfattar flera reproduktionsrelaterade
effekter hos en sentinelart for att bedoma paverkan pa
reproduktiv funktion pa populationsniva i miljééver-
vakning och miljostatusbeddmning.

Reproduktiv hilsa avser populationens formaga till
framgangsrik fortplantning och rekrytering éver tid.
Begreppet anvadnds hir i ekologisk mening och skiljs
frdn medicinska eller individbaserade tolkningar av
reproduktiv funktion.

Kumulativa effekter avser den samlade paverkan av
flera samtidiga stressorer, inklusive bade kemiska och
icke-kemiska faktorer, dir effekterna inte beddms isol-
erat utan i kombination.

Icke-kemiska stressorer 4r miljofaktorer som inte
utgdrs av kemiska &mnen, sdsom temperatur, syrehalt,
fodotillgang eller fysisk storning, och som kan péaverka
organismers kinslighet for kemisk exponering och
biologiska effekter.

Kemisk aktivitet ar ett termodynamiskt matt pa ett
amnes drivkraft att 6verforas mellan faser och tas upp
av organismer. Mittet anvands for att jAimfora biolog-
iskt relevant exponering mellan olika kemikalier obe-
roende av deras koncentration och fysikalisk-kemiska
egenskaper.

Potentiellt belastningsindex ir ett sammansatt matt
som beskriver den relativa kemiska belastningen i
miljén baserat p& uppskattad exponering och utgor
inte ett direkt méatt pa biologisk effekt.

Miljostatus beskriver tillstandet i ett ekosystem i relat-
ion till faststédllda miljoméal och beddmningskriterier.
Inom MSFD anvédnds begreppet som grund for att
avgora om god miljéstatus uppnas.

God milj6status ar ett policy- och férvaltningsmél
inom EU:s marina strategi (MSFD) som anger att havs-
miljon ska vara ekologiskt hallbar, produktiv och fri
fran oacceptabla antropogena paverkan.

En biologisk effektbaserad indikator &r ett métt som
baseras pa observerade biologiska responser hos org-
anismer och anvinds for att indikera miljopaverkan,
till skillnad fran indikatorer som enbart beskriver
exponering eller belastning.
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Integrerad
bedémning

Beslutsramverk

Beslutstrad

Reproduktiva
avvikelser

Sentinelart

Biologisk organ-

isationsniva

Orsakssamband

Osékerhet i
bedémning

Integrerad beddmning avser en sammanvigning av
flera datatyper, stressorer eller biologiska effekter
inom ett gemensamt ramverk for att stodja en helhets-
bedémning av miljotillstand.

Ett beslutsramverk ir en strukturerad metod for att
kombinera indikatorer och bedémningskriterier for att
stodja miljostatusklassificering och forvaltningsbeslut.
Ett beslutstrid ar ett operativt verktyg inom besluts-
ramverket dar indikatorresultat f6ljs stegvis for att
vagleda tolkning och klassificering av miljostatus.
Reproduktiva avvikelser i reproduktionsrelaterade
strukturer, embryonala missbildningar eller utveckl-
ingsprocesser som kan indikera stord fortplantnings-
formaga och potentiellt paverka populationens
langsiktiga livskraft.

En sentinelart dr en art som anvinds i miljéovervak-
ning for att indikera miljépéverkan i ett omrade, baserat
pa dess kinslighet, ekologi och representativitet for
relevanta biologiska processer.

Biologisk organisationsniva avser den niva i biologiska
system dir observationer gors, exempelvis individ-,
populations- eller samhéllsnivi, vilket har betydelse
for hur resultat tolkas i en forvaltningskontext.
Orsakssamband innebdr ett verifierat kausalt forhall-
ande déar en faktor direkt bidrar till en observerad
effekt. I denna rapport skiljs orsakssamband fran
statistiska samband, som inte nédvandigtvis innebir
kausalitet.

Osékerhet i beddmning avser osdkerheter som uppstar
fran databegriansningar, metodval och naturlig variat-
ion och som paverkar tillforlitligheten i miljostatus-
klassificeringar och slutsatser.
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Sammanfattning

Fororeningar i Ostersjon och andra marina miljder utgdr risker fér ekosystemens
hilsa. Dessutom kan naturliga variationer i temperatur, salthalt eller ndringsnivaer
paverka biotillgdngligheten och toxiciteten hos kemiska féroreningar, vilket i sin
tur paverkar tillforlitligheten i bedémningen av miljérisker och biologisk respons.
Riskbeddmningar dr dock inte utformade for att beakta de kumulativa (samman-
lagda) effekterna av féroreningsblandningar och olika miljéfaktorer, vilket innebér
att de misslyckas med att bedéma den fulla paverkan av exponeringar i naturliga
miljoer. I INSERT adresserade vi detta genom att undersoka sammansatta toxic-
itetspotentialindicier for hydrofoba organiska féroreningar (kemisk aktivitet) och
sparmetaller (féroreningsbelastningsindex, PLI) som dosmatt for att utvirdera
blandningseffekterna av foéroreningar, samtidigt som vi tog hinsyn till varierande
icke-kemiska faktorer.

Vi inriktade oss pa tre centrala aktiviteter. For det forsta undersokte vi den
samlade paverkan av kemiska och icke-kemiska stressfaktorer pa biologiska reakt-
ioner i standardiserade ekotoxikologiska testsystem. Dessa experiment kombin-
erade kemisk aktivitet med relevanta stressfaktorer for att forbattra var forstielse
av deras biologiska effekter. Fér det andra tillimpade vi de sammansatta toxicitets-
potentialindexen pa ReproIND (reproduktiva avvikelser hos vitmérla), en indikator
som anvinds fér en helhetsbedémning av Ostersjons hilsotillstand i samband
med genomforandet av havsmiljodirektivet (MSFD). Detta innebar att forfina GES-
malen genom att integrera kemisk aktivitet och PLI med regionalt specifika miljo-
variabler for att sdkerstélla att mélen baserad p& ReproIND béttre speglar de unika
férhallandena och stressfaktorerna i Ostersjon. For det tredje samarbetade vi med
expertgrupper och projekt inom ramen for HELCOM som arbetar med biologiska
effektbeddmningar, och vi samarbetade dven med experter frin OSPAR.

Forutom de vetenskapliga resultaten ledde var studie till flera viktiga rekom-
mendationer for att forbattra det praktiska vardet av fororeningsundersékningar,
dvervakning och statusbeddmning i Ostersjon, bade pa nationell och internation-
ell niva. Vi visade ocksa vardet av att anvianda langsiktiga 6vervakningsdata om
hélsostatus hos indikatorarter for att integrera kemiska och biologiska kriterier i
arbetet med havsmiljodirektivet (MSFD). Utdver att frimja implementeringen av
ReproIND 6ver Ostersjons miljogradienter stddjer detta integrerade tillvigagings-
sitt dven de pagiende Gversynerna av 6vervaknings- och bedémningsstrategier
for biologiska effekter, bdde nationellt (SEPA/HaV) och internationellt (HELCOM
MORE, ICES, och OSPAR).

10
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English summary

Pollution in marine environments, such as the Baltic Sea, poses significant chal-
lenges to ecosystem health. Moreover, environmental variability related to tem-
perature, salinity, or nutrient levels can alter the bioavailability and toxicity of
chemical contaminants, leading to modified biological responses and influencing
the effectiveness of environmental assessments. However, risk assessments are
not equipped to consider the cumulative effects of contaminant mixtures and
various environmental factors, failing to capture the full impact of real-world
exposures. This gap was addressed in INSERT by investigating composite toxic-
ity potential indices for non-polar hydrophobic organic contaminants (chemical
activity) and trace metals (pollution load index; PLI) as dose metrics to evaluate
the mixture effects of organic contaminants in environmental exposures and con-
sidering variable nonchemical conditions.

We focused on three main activities. First, we investigated the cumulative
impact of chemical and nonchemical stressors on biological responses in stan-
dard ecotoxicological test systems. These experiments combined chemical
activity with relevant stressors to enhance our understanding of their biological
effects. Second, we applied the composite toxicity potential indices to ReproIND
(Reproductive aberrations in amphipods), an indicator for the holistic assessment
of the Baltic Sea health in the context of MSFD implementation. This involved
refining the GES targets by integrating chemical activity and PLI with regionally
specific environmental variables to ensure that these targets accurately reflect the
unique conditions and stressors in the Baltic Sea. Third, we engaged with expert
groups and projects involved in HELCOM-guided biological effect assessments
and collaborated with OSPAR experts.

In addition to the scientific findings, our study resulted in several key recom-
mendations to enhance the practical value of contaminant screening surveys,
monitoring and status assessment in the Baltic Sea, both nationally and interna-
tionally. We also demonstrated the value of using long-term monitoring data on
the health status of sentinel species to integrate chemical and biological criteria
for MSFD. In addition to advancing ReproIND implementation across the environ-
mental gradients of the Baltic Sea, this integrated approach supports ongoing
revisions of monitoring and assessment strategies for biological effects both
nationally (SEPA/HaV) and internationally (HELCOM MORE, ICES, OSPAR).

1
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1. Introduktion

EU:s marina strategi for havsmiljon, Marine Strategy Framework Directive (MSFD),
kréver en systematisk beddmning av miljostatusen i Europas regionala havsom-
rdden for att sdkerstélla att god miljostatus (GES) uppnas och bibehélls. Detta
arbete omfattar utveckling och anvindning av olika verktyg for att definiera, méita
och félja upp GES-maél, med sirskilt fokus pa Deskriptor 8 (D8), som behandlar
effekter av miljogifter i marina ekosystem. Enligt direktivet ska medlemsstaterna
visa att halterna av fororeningar inte leder till oacceptabla féroreningseffekter.

I praktiken baseras dock bedomningen av miljokvalitet i huvudsak pa kemiska
indikatorer (D8.1), medan biologiska effektindikatorer (D8.2), som speglar den
faktiska belastningen av fororeningar i ekosystemen, anvinds i betydligt mindre
utstrdckning.

Indikatorer ir en forenkling av komplexa ekologiska processer och anvands for
att bedoma ekosystemens tillstdnd samt for att formulera och préva hypoteser om
fororeningars effekter. For att vara &ndamaélsenliga i miljoforvaltningen behover
indikatorer ge en praktiskt anvindbar bild av hur miljostressorer paverkar biolog-
iska system. Aven om indikatorer endast fangar delar av underliggande ekologiska
processer dr det avgdrande att de pi ett tillforlitligt sitt aterspeglar ekologiskt rele-
vanta tillstdnd, sé att de kan anvindas som stdd for effektiva forvaltningsatgérder.

1.1 Vidarcutveckling av miljobeddmningar
med kemisk aktivitet som
exponeringsmatt

Vitmarlor ir viletablerade sentinelarter inom miljoovervakning, bland annat pa
grund av deras vida utbredning och deras representation av olika ekologiska grup-
per, sisom sedimentlevande, litoral- och nektoniska arter. Analys av embryonala
missbildningar som metod for att bedéma reproduktions- och utvecklingstoxicitet
etablerades 1994 (Sundelin och Eriksson, 1998), vilket understryker betydelsen
av att 6vervaka reproduktiva och utvecklingsrelaterade effekter av exponering for
miljogifter for att uppné ekologiskt meningsfulla bedémningar i komplexa féro-
reningssituationer.

ReproIND, en indikator baserad pa embryonala missbildningar hos vitmérla
(HELCOM, 2023a), ar en av fa tillgdngliga indikatorer fér beddmning av biologiska
effekter i regionen. Indikatorn inférdes forst inom det svenska nationella marina
miljédvervakningsprogrammet och antogs direfter av HELCOM. ReproIND har
nyligen rekommenderats av expertgruppen SGEFF (Study Group on developing
new guidelines for the monitoring of biological Effects of contaminants; HELCOM-
OSPAR) som stod for biologisk effektovervakning inom ramen fér MSFD. Indikat-
orn utgdr dirmed en integrerad del av de samlade bedémningarna av Ostersjéns
miljotillstand (HELCOM, 2023b, 2018) och har anvants i bedémningscyklerna
HOLAS II (2011-2016) och HOLAS III (2016-2021).

Exponering for miljoféroreningar sker i form av kemiska blandningar och i
samspel med miljéfaktorer sisom temperatur, salthalt och syrehalt, vilket leder

12
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till komplexa effekter som ofta forbises i traditionella riskbeddémningar. Trots att
det finns etablerade ramverk fér bedomning av blandningseffekter i akvatiska
miljoer (Holmes et al., 2018; Redman et al., 2017) begrinsas deras breda tillamp-
ning av blandningarnas komplexitet, brist pA mekanistiska data, regulatoriska
begransningar samt osidkerheter i prediktion av kumulativa effekter (Beyer et al.,
2014). Dértill baseras de flesta bedomningar frimst p& kemiska data, med begrin-
sad integrering av biologiska effekter, vilket forsvirar en &ndamaélsenlig tillimp-
ning av Deskriptor 8 inom MSFD och tydliggdr behovet av habitatklassificering
med malvirden som baseras pa kombinerade kemiska och biologiska Kriterier.

For att sédrskilja effekter av miljogifter fran paverkan av andra stressorer kravs
bade faltstudier och experimentell forskning. Genom att identifiera storfaktorer
kan modeller utvecklas som sirskiljer kemiska fran icke-kemiska orsaker till
biologiska effekter, sdasom embryonala avvikelser. Detta angreppssatt bidrar till
en tydligare tolkning av fororeningseffekter och ger ett forbattrat beslutsunderlag
for miljoférvaltning. Integrering av toxikologiska exponeringsindex, sdsom Toxic
Units (TU), Toxic Equivalency Quotient (TEQ) och Hazard Index (HI), stirker expo-
neringsbeddmningen och forbattrar forstielsen av kumulativ toxicitet i komplexa
miljoer (Swain, 2024; Van den Berg et al., 1998; Warne, 2003).

Kemisk aktivitet dr ett framvixande matt inom miljétoxikologin som erbjuder
ett enhetligt angreppssétt for att beddma paverkan av kemiska foéroreningar pa
ekosystem (Gobas et al., 2018). Till skillnad fran koncentrationsbaserade beddm-
ningar, som fokuserar pa enskilda &mnen, integrerar kemisk aktivitet den samlade
effekten av flera substanser genom att kvantifiera deras gemensamma toxiko-
logiska potential. Mattet beaktar baslinjetoxicitet orsakad av neutrala organiska
amnen vid 14ga koncentrationer och aterspeglar deras samlade paverkan pi bio-
logiska system. Kemisk aktivitet dr sirskilt vardefull for att bedéma blandningstox-
icitet och for att identifiera 6verskjutande toxicitet, det vill sdga specifik toxicitet
som inte orsakas av narkos, och som inte alltid framgér av enskilda koncentrat-
ionsmitningar (Mackay et al., 2011). Trots dessa férdelar och den starka teoretiska
grunden har kemisk aktivitet &nnu inte fatt ett praktiskt genomslag i bedémningar
av fororeningseffekter, som fortfarande huvudsakligen baseras pa koncentrations-
maitningar av utvalda 4mnen. Inom INSERT undersoktes darfér hur kemisk aktiv-
itet, som representerar den toxikologiska potentialen hos opoldra hydrofoba
organiska fororeningar, kan integreras i befintliga riskbedomningsramar for att
bittre koppla exponeringsrisker till biologiska effekter.

1.2 Projektaktiviteter

INSERT visade pa kunskapsluckor rérande kumulativa effekter i Ostersjons sedi-
ment genom att anvdnda kemisk aktivitet som dosmatt fér hydrofoba organiska
fororeningar (HOCs). Med tanke p& metallers betydelse som miljogifter inklud-
erades dven samverkande effekter av exponering for HOCs och metaller. Dessa
effekter analyserades med hjilp av kemisk aktivitet och antingen exponering for
enskilda metaller i experimentella studier eller Pollution Load Index (PLI; Tom-
linson et al., 1980) i sediment i filtstudier, som prediktorer for biologiska effek-
ter. Genom att integrera kemiska och icke-kemiska stressorer vidareutvecklades
ReproIND for en mer heltickande bedémning av féroreningseffekter i Ostersjon
(Figur1).
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Figur 1. Oversikt dver INSERT-projektets angreppssitt fér integrerad beddmning av férorenings-
effekter i Ostersjon, dar kemisk aktivitet, metallbelastning och icke-kemiska miljofaktorer
kombineras for vidareutveckling av ReproIND som biologisk effektindikator.

Arbetet inom INSERT strukturerades enligt féljande:

Explorativa laboratoriestudier genomfordes med daphnier, chironomider
och daggmaskar, vilka ar etablerade testorganismer inom ekotoxikologi. Deras
kénslighet for fororeningar, korta livscykler, viletablerade testprotokoll och
experimentell flexibilitet mojliggjorde kontrollerade studier av interaktioner
mellan kemikalier och andra stressfaktorer.

Validering och vidareutveckling av ReproIND genomfordes for tillaimpning
inom MSFD genom integrering av sammansatta kemiska exponeringsindex
(kemisk aktivitet for HOCs och PLI for metaller) samt icke-kemiska faktorer
(s&som temperatur, salthalt och andra miljovariabler). Faltdata fran vitméarla
i Ostersjon kombinerades med avancerad statistisk modellering fér att kvan-
tifiera dessa samband. Baserat pa resultaten togs rekommendationer fram for
forbattring av ReproIND samt ett angreppssatt for integrerad bedémning av
kemisk exponering och biologiska effekter.

Samarbete med HELCOM, OSPAR och nationella forskningsprojekt etabl-
erades fOr att bidra till utvecklingen av 6vervakning av biologiska effekter och
till implementeringen av ReproIND i Ostersjon. Dessa insatser har varit centrala
for att konceptualisera hur icke-kemiska faktorer kan beaktas vid faststillande
av GES-virden och darmed stdrka HELCOM-ledd 6vervakning av biologiska
effekter i Ostersjon.
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1.3 Overgripande hypoteser och mal

Det overgripande syftet med INSERT var att forbittra beddmningen av kumulativa
effekter och miljostatus i Ostersjon genom integrering av kemiska och biologiska
matt. Projektet utgick fran ett antal hypoteser (H1-H3) som prévar anvandbarhe-
ten hos sammansatta toxicitetsindex, vidareutvecklar ReproIND som biologisk
effektindikator samt utvirderar betydelsen av icke-kemiska miljéfaktorer. De till-
hoérande mélen (O1-05) adresserar dessa hypoteser genom riktade laboratorie- och
faltstudier, utveckling av robusta diagnostiska verktyg, samverkan med relevanta
aktorer samt framtagande av praktiskt tilldimpbara rekommendationer for miljo-
Overvakning.

Hypoteser

« H1: Sammansatta toxicitetsindex och biologiska effekter
Kemisk aktivitet och skattningar av Pollution Load Index (PLI) ger ett tillrdck-
ligt matt pa den samlade toxikologiska potentialen hos kemiska blandningar.
Kemisk aktivitet fangar effektivt baslinjetoxicitet (narkos) och mojliggor identi-
fiering av fall av 6verskjutande toxicitet (specifik toxicitet).

o H2:Revidering av ReproIND
Néar ReproIND integreras med skattningar av kemisk aktivitet och justeras for
betydelsefulla miljévariabler ger indikatorn en mer traffsdker beddémning av
utvecklingstoxicitet hos vitméirla och forbattrar klassificeringen av miljostatus
med avseende p& kemisk exponering, inklusive beddmning av GES.

¢ H3:Icke-kemiska faktorer
Miljofaktorer sdsom temperatur, salthalt och ndringsrelaterade variabler
paverkar i betydande grad de biologiska responser som observeras hos testorg-
anismer, vilket motiverar att dessa faktorer integreras i miljobedémningar fér
att forfina GES-virden.

Syften

e 01:Utvirdera kemisk aktivitet som dosmatt i ekotoxikologiska tester
Undersoka tillimpbarheten och precisionen hos kemisk aktivitet for att
beddma den samlade toxiciteten hos blandningar av hydrofoba organiska
fororeningar i vatten- och sedimentbaserade tester. Relevanta &mnen for dessa
blandningar valdes ut baserat pa praktiska 6verviganden och pa férorenings-
data frin féltstudierna.

o 02:Identifiera betydelsefulla icke-kemiska faktorer
Genomfora laboratorie- och filtstudier for att identifiera hur icke-kemiska
faktorer paverkar biologiska responser relaterade till tillvixt och reprodukt-
ion samt kvantifiera deras betydelse. Filtobservationer av vitmarla fran olika
bassidnger anvandes for att maximera variationen i miljogradienter i de statis-
tiska modellerna. Robust statistisk diagnostik utvecklades for att skilja mellan
kemiska och icke-kemiska drivkrafter bakom embryonala missbildningar och
dirigenom mojliggora en mer precis tillskrivning av biologiska effekter till féro-
reningar in situ.

o 03:Forfina ReproIND:s malvirden
Validera och vidareutveckla befintliga GES-malvarden for ReproIND (det vill
sdga acceptabla bakgrundsnivier for andelen missbildade embryon i popula-
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tionen samt andelen honor med missbildade embryon) inom ramen for MSFD
genom att integrera kemisk aktivitet, PLI och regionspecifika miljovariabler.

04: Samverkan med intressenter

Samverka med HELCOM, OSPAR och nationella forskningsprojekt inom
beddmning av féroreningar och biologiska effekter for att integrera resultaten
fran INSERT i befintliga riskbedémningsramar. Bidra till revidering och imple-
mentering av GES-malvirden samt frimja integrering av kemiska och biolog-
iska effektkomponenter inom Deskriptor 8.

05: Forbiittra effektbaserad évervakning av miljogifter i Ostersjon

Ta fram praktiskt anvindbara rekommendationer for utformning och vidare-
utveckling av 6vervakningsprogram for biologiska effekter av miljogifter, med
fokus pa effektiv integrering av kemiska och icke-kemiska parametrar i Gver-
vakningen.

16



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7218
Kumulativa effekter: Inkludering av icke-kemiska stressorer i indikatorn ReprolND

2. Material och metoder

I projektet undersoktes kemisk aktivitet systematiskt som exponeringsmatt for
att bedoma hur fororeningar paverkar biologiska responser vid exponering for
kemiska blandningar. Metodutveckling kombinerades med experimentella studier
och filtbaserade analyser med varierande férsoks- och provtagningsdesign. Met-
oderna omfattade foljande komponenter:

Laboratoriestudier dér biologiska responser hos etablerade testorganismer
(daphnier, chironomider och daggmaskar; Tabell 1) identifierades vid kemik-
alieexponering. Studierna utviarderade &ven storfaktorer som paverkar dessa
responser och utvecklade statistiska modeller for att kvantifiera den relativa
betydelsen av viktiga prediktorer for observerade effekter. Experimentella
system med passiv dosering (vattenburen exponering) utvecklades fér dos-
respons-studier av HOC-blandningar med anvdndning av klimatkontrollerade
kammare for att reglera exponeringsforhallanden och laboratoriekulturer.
Dessa studier utvirderade effekter av kemisk aktivitet under bade kemiska
(samexponering for zink) och icke-kemiska (ndring, temperatur) storfaktorer.
Noggranna atgirder vidtogs for att méta exponeringsnivaer och sidkerstilla
experimentens integritet och noggrannhet.

Féltstudier dir ReproIND-indikatorn (embryonala missbildningar hos vit-
marla och frekvensen av paverkade honor) utvirderades med data fran Mono-
poreia affinis insamlade i Ostersjon (Bottniska viken, Bottniska havet, Norra
egentliga Ostersjon, Vistra Gotlandsbassingen, Rigabukten och Finska viken).
Ytterligare data himtades fran publicerade studier och 6ppna databaser (ICES
DOME, SHARKweb, GitHub). Maskininldrning anvandes for att analysera sam-
verkande effekter av kemikalier och miljofaktorer (temperatur, salthalt, syre,
sediment), med syfte att forfina klassificering av miljostatus (GES), forbéttra
diagnostik av fororeningspéverkan och 6ka forstielsen for betydelsen av icke-
kemiska stressfaktorer.
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Tabell 1. Oversikt 6ver test-/méalorganismer, experimentella faktorer och variabler som
anvandes i de experimentella och filtbaserade studierna. Motsvarande mal (01-04, se ovan)
anges for varje aktivitet.

Aktivitet, mal Exponering, Icke- Test- Effektmétt
kemikalier kemiska organism

faktorer
Experimen- PAH-blandning, Utfodring, Daphnia Overlevnad, kroppsstorlek,
tella studier zink temperatur magna tillvaxt, genuttryck, stabil
(O10ch 02) isotopsignatur (§*C)
Experimen- PAH-blandning Lumbri- Upptag av PAHer, relativ
tella studier culus tillvaxt
(o1 variegatus,

Chironomus
riparius

Faltstudier, Olika persistenta Temperatur, = Monoporeia  Fekunditet, embryomiss-
bassdngspeci-  organiska foro- salthalt, affinis bildningar, kroppsstorlek,
fika effekter reningar (POP), syrehalt, genetisk diversitet, §"°C,
av enskilda sparmetaller botten- populationsstorlek
féroreningar djup, TOC,
och icke- klorofyll,
kemiska sedimentets
faktorer (02) partikel-

storlek
Faltstudier, Kemisk aktivitet Temperatur,  ReproIND GES-status baserad pa
beslutstrads- (baserad pa PAHer), salthalt, baserad pa  frekvens avembryonala
modellering metallbelastnings-  syrehalt, Monoporeia  missbildningar
(03) index (baserat pa bottendjup,  affinis

sparmetallhalter) TOC

2.1 Experimentella metoder

211 Dosmatt och kemikalier

Hydrofoba organiska fororeningar, som PAHer, 10ser sig foretrddesvis i opolira
miljoer som lipider, vilket betyder att de ackumuleras i fettvivnad och fosfolip-
iders membranlager. Narkos uppstar d& orsakad av icke-specifik stérning av den
riktiga (korrekta) funktionen hos cellmembranen (i allménhet betraktad som
platsen for toxisk aktivitet). Rapporterade data och teoretiska 6verviganden som
relaterar toxiciteten hos opolara narkotiska foreningar till logaritmen av oktanol-
vatten-férdelningskoefficienten (K W) har anvénts for att definiera mélintervallet
for basal toxicitet.

Kemisk (eller termodynamisk) aktivitet dr ett dimensionslést matt pa hur
“aktiv” en kemikalie &r inom en specifik fas, till exempel i lipider. Den represent-
erar forhallandet mellan kemikaliens koncentration (eller partiella tryck) i fasen
och dess mittnadspunkt i samma fas. Kemisk aktivitet ar additiv fér neutrala kemik-
alier, vilket gor den till ett anvindbart matt for att bedéma effekten av blandningar
av hydrofoba kemikalier (Gobas et al., 2018). Aktiviteter i intervallet 0,01-0,1 4 mest
relevanta for studier av blandningstoxicitet dar narkos ar den priméra verknings-
mekanismen. P4 dessa nivaer dr kemikalierna inte fullstdndigt méittade i lipider,
men r tillrdckligt koncentrerade for att tillsammans framkalla narkotiska effekter
(Gobas et al., 2018).

Baserat pa filtdata 6ver fororeningshalter valdes PAHer som representativa
HOCs for de experimentella studierna. Eftersom experiment baserade pi kemisk
aktivitet fokuserar pa den samlade aktiviteten snarare dn identiteten hos enskilda
amnen anvindes en konsekvent blandning av fyra PAHer (acenafteen, fluoren,
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fluoranten och fenantren) i samtliga experiment. Alla kemikalier h6ll hog renhet
(298 %) och preparerades enligt tidigare publicerade metoder (Abel et al., 2024;
Steigerwald et al., 2024).

PAH- och metallhalter rapporterades for samtliga filtstationer med Repro-
IND-data (Figur 2). Endast data frin “Effect Screening Study” (Forlin et al., 2019;
Gorokhova et al., 2023) inneholl ett brett urval av HOCs, medan de 6vriga studierna
(Kolesova et al., 2024; Lof et al., 2016) enbart rapporterade PAHer och PCBer. For
att sikerstéilla jaimforbarhet berdknades kemisk aktivitet darfor enbart baserat pa
PAHer, med beaktande av att detta kan innebira en underskattning till f6ljd av
uteslutna HOCs.

For att utvirdera denna potentiella underskattning och bedéma PAHers bidrag
till den totala kemiska aktiviteten analyserades féordelningen av kemisk aktivitet
med hjélp av det mest omfattande multi-HOC-datasetet (Figur 2). Analysen
visade att PAHer i regel stod for mer 4n 90 % av den totala kemiska aktiviteten
(median 93,2 %; 95 %-konfidensintervall: 82,3-98,1 %). Ett tydligt undantag var
Finska viken, diar PCBer bidrog i betydande grad (> 50 %). Sammantaget beddms
de PAH-baserade aktivitetsvirdena vara representativa for HOC-belastningen
i sediment.
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Figur 2. Férdelning av kemisk aktivitet baserad pa hydrofoba organiska féroreningar (HOCs)
i sediment fran olika delbassanger i Ostersjon. Analysen visar PAHers relativa bidrag till den
totala kemiska aktiviteten.
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21.2 Testorganismer

Daphnia magna (klon 5, Berlin, Tyskland) anvandes i akuta tester. Kulturer
(~10-15 individer/L) holls i M7-medium och utfodrades med en blandning av
gronalger odlade enligt OECD:s riktlinjer (OECD, 2004). Mediet byttes veckovis
och kulturerna holls vid 20 °C = 1 °C samt i en ljus-mork-cykel pa 16L:8D.

Vid kroniska sediment-vatten-exponeringar anvindes daggmasken Lumbriculus
variegatus och fiidermygglarven Chironomus riparius, vilka bada ir etablerade
testarter for sedimentbaserade tester (OECD, 2023, 2007). Kulturerna erh6lls genom
samarbete med Joensuu universitet, Finland.

21.3 Exponeringssystem

Tva exponeringssystem vidareutvecklades och anvindes for att representera olika
miljokontexter dar PAHer forekommer (Figur 3). Det vattenburna exponerings-
systemet aterskapar forhallanden i akvatiska miljder for att studera PAHers toxicitet
och biotillginglighet i vatten. Sedimentexponeringssystemet simulerar ackumul-
ering av PAHer i sediment och mojliggor stabila fororeningsnivaer i forsdkskarl
dér sedimentet utgor den priméira killan till kemisk aktivitet. I bAda systemen var
malintervallet for kemisk aktivitet 0,01-0,1, och PAH-halter i exponeringsmediet
verifierades med HPLC-PDA. Resultaten omvandlades till temperaturkorrigerade
kemiska aktiviteter och anvédndes i dos-respons-analysen.

a=0.1

methanol
+HOC
a=01

Figur 3. Exponeringssystem som anvandes i de experimentella studierna: (A) vattenburen
exponering med passiv dosering, (B) sedimentbaserad exponering enligt OECD, samt (C—D)
kemisk aktivitetsbaserad laddning av sediment genom méattning av torv med PAHer

« Vattenburen exponering. Passiv dosering dr en metod inom akvatisk toxikologi
som anvands for att upprétthélla stabila koncentrationer av hydrofoba organiska
dmnen i vatten (Figur 3A). Metoden ar sarskilt IAmpad for studier av HOCs och
andra svarlosliga &mnen (Smith och Jeong, 2021). En stamldsning anvindes f6r
att bereda laddningsldsningar till passiva donatorer (silikonstavar) for att upp-
ratthalla stabil exponering fér PAH-blandningen vid fem nivier av total kemisk
aktivitet. Silikonstavarna rengjordes noggrant, mittades i metanollésning och
jimviktades darefter med exponeringsmediet.

«  Sedimentexponering. Konstgjort sediment bereddes och laddades enligt OECD
218 och 225 med kvartssand (Figur 3B). Daggmaskar (Lumbriculus variegatus)
och chironomider (Chironomus riparius) exponerades for en gradient av kemisk
aktivitet (0,01-0,12) under 28 respektive 12 dagar, i enlighet med OECD:s rikt-
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linjer. Féda till daggmaskarna (Urtica sp.-pulver) blandades i sedimentet foére
forsoket, medan fiskfoder tillférdes tre gdnger per vecka fér chironomiderna.
Exponeringen verifierades genom métning av den biotillgdngliga fraktionen
av PAHer i sedimentet med den s.k. coated jar-metoden (Jahnke et al., 2014),
varefter halterna omvandlades till kemisk aktivitet.

Kemisk aktivitetsbaserad laddning av sediment (Abel et al., 2024). En metod for
kemisk aktivitetsbaserad laddning av HOCs i konstgjort sediment utvecklades
genom méttning av torv med PAHer (Figur 3C, D). Polyetenpasar fyllda med PAH-
kristaller och vatten placerades i kdrl med en torv-vatten-blandning (Figur 3C)
for att méitta torven (Figur 3D). Kéirlen provtogs regelbundet och kemisk aktivitet
beridknades. Jimvikt uppnaddes inom 5-17 veckor beroende pa PAHernas kinetik.
Det 6nskade aktivitetsintervallet i sedimentet justerades genom att blanda laddad
och ren torv. Pa grund av tidsbegransningar kunde sedimentexponeringen dock
inte anvindas for tester av kumulativa effekter.

21.4 Utvarderade kumulativa effekter och testfaktorer

Kumulativa effekter i kontrollerade experimentella system utvirderades med
vattenburen exponering och Daphnia magna som testorganism. Foljande effekter
undersoktes:

Ndiringsstatus. Naringsstatus hos nyfodda daphnier manipulerades genom
utfodring eller svélt fére exponering for att bedéma dess inverkan pa toxicitets-
dos. OECD-testet genomfdrdes med immobilisering, individuellt proteininnehéll
och tillvaxt som effektmatt. Dessa méttes efter 72 timmars PAH-exponering samt
efter en 48-timmars aterhAmtningsperiod med féda i rent medium (Saladin,
2023; Steigerwald et al., 2024).

Temperatur. Nastan alla fysiologiska funktioner dr temperaturberoende. Dess-
utom kan effekten av ett &mne vid en given kemisk aktivitet variera med temp-
eraturen, eftersom 6kad temperatur paverkar 16slighet, volatilitet och diffusion
genom cellmembran, vilket forindrar Amnets fordelning mellan vatten, mem-
bran och intracelluldra lipider. For att sdrskilja termisk stress i sig fran tempera-
turinducerad toxicitet anvindes en kombination av grad-dagar (degree-days,
DD; proxy for fysiologisk &lder) och temperaturkorrigering av kemisk aktivitet.
Daphnier exponerades for den narkotiska aktivitetsnivan under 3 DD vid 20 °C
(72 h) och 25 °C (72 respektive 60 h). Immobilisering och individuellt protein-
innehéall anvindes som effektmatt.

Kombinerad exponering for PAHer och metaller. Kombinationer av PAH/zink,
endast PAH samt endast zink applicerades under 72 timmar med immobilisering
och individuellt proteininnehall som effektmatt. Hela det narkotiska aktivitets-
intervallet anvandes tillsammans med tva nivaer av zinkexponering (nominella
koncentrationer pa 1 och 2 mg/L) i PAH- och PAH/zink-behandlingarna.
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2.2 Faltstudier

Projektet inleddes med tre studier (Gorokhova et al., 2024; Kolesova et al., 2024;
Raymond et al., 2021) som undersokte dessa samband pa olika skalor och i olika
regioner. Ett gemensamt 6vergripande mal var att identifiera de huvudsakliga
drivkrafterna bakom reproduktionsstdorningar och/eller populationsférekomst hos
vitmarla, med fokus pa fororeningar och miljofaktorer.

Vidare sammanstilldes data frin dessa och andra relevanta studier genom-
forda tidigare (Lof et al., 2016) eller inom andra projekt (Gorokhova et al., 2023;
Martella et al., 2023). Saknade data for abiotiska faktorer hamtades fran 6ppna
databaser (ICES DOME; https://dome.ices.dk/datsu/; reproduktionsframgéng
hos vitmarla) och SHARKweb (https://sharkweb.smhi.se/hamta-data/; abiotiska
parametrar). Aven ett antal internationella forskningsprojekt bidrog med data
(Tabell 2). Det sammanslagna datamaterialet anvandes dérefter i en modellerings-
studie (Gorokhova, 2024) for att identifiera associationsregler och troskelvirden
i syfte att forfina GES-malvarden baserat pa ReproIND, kemiska belastningar
och abiotiska miljovariabler i flera bassdnger (Bottniska viken, Bottniska havet,
Vistra Gotlandsbassidngen samt Finska viken och Rigabukten). De priméra data
som anviandes i modellen sammanfattas i Bilaga I och &r publikt tillgdngliga via
Zenodo (DOI: 10.5281/zenodo.17357254).

De biologiska effektdata omfattade reproduktiva missbildningar hos M. affinis
(tvd ReproIND-komponenter: frekvensen av missbildade embryon i populationen
samt frekvensen av honor med missbildade embryon; (HELCOM, 2023a)). Met-
oderna for dessa analyser beskrivs i tidigare publikationer (Lof et al., 2016; Sunde-
lin och Eriksson, 1998).

Kemisk aktivitet berdiknades med Frank Gobas kalkylator [https://www.sfu.ca/
rem/toxicology/our-models/activity-calculator.html] baserat pd PAH-halter rap-
porterade i originalstudierna (NAP, ACNE, FLE, PA, ANT, FLU, PYR, BAA, CHR,
BBF, BKF, BAP, DBAHA, BGHIP och ICDP). Sedimentets TOC sattes till 2 % och
temperaturen till 10 °C i berdkningarna.

Pollution Load Index (PLI) fér metaller (Tomlinson et al., 1980) berdknades
som ett geometriskt medelvirde av kontaminationsfaktorer och anvindes som
proxy for metalltoxicitet i sediment for de nio metaller som konsekvent rapport-
erades i killdataseten (As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb och Zn). For PLI-berdkning-
arna anvandes regionala referensvarden for metaller i sediment (SEPA, 1999).

De miljévariabler (temperatur, salthalt, syrehalt, TOC och bottendjup) som
anvéndes i de statistiska modellerna hirleddes fran killdataseten. I de fall dir
nagon variabel saknades hdamtades den frin SHARKweb eller extraherades fran
Data Assimilation System (DAS; (Sokolov et al., 1997)) genom linjir interpolation
eller extrapolation. DAS ir ett program som konstruerar ett tredimensionellt rut-
nit av hydrografiska och kemiska dvervakningsdata fran samtliga Ostersjélander.
Miljodata extraherades for relevant ar (aret fore insamling av M. affinis) genom
interpolation/extrapolation av uppmaétta virden med uppldsningar pa 1 nautisk
mil i nordsydlig riktning och 2 nautiska mil i 0st-vistlig riktning.
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Tabell 2. Oversikt ver datakéllor och projekt som anvandes fér att sammanstilla data
om miljéféroreningar, miljofaktorer och ReproIND-komponenter (frekvens av embryonala
missbildningar i populationen av vitmarla (Monoporeia affinis) samt frekvens av honor med

embryonala missbildningar).

Publikation =~ Basséang Exponering Miljovariabler  Projekt
(Lof et al., Bottenviken, Metaller, Temperatur, BEAST-projektet, gemen-
2016) Bottenhavet PAH, PCB bottendjup, samt finansierat av
salthalt, syre- BONUS+-programmet
halt, TOC (FP7/2007-2013, bidrags-
avtal 217246) och NV;
(Forlinetal., Bottenviken, Metaller, Temperatur, Effektscreening studie, NV;
2019; Gorok-  Bottenhavet, PAH, PCB, bottendjup, 2018-2020
hova et al., Vastra Got- PCDD/F, salthalt,
2023) landsbassangen  PFAS, OCP, syrehalt, TOC,
HBCD, BT, sedimentets
PBDE partikelstorlek
(Raymond Bottenhavet, Metaller, PAH  Temperatur, King Carl XVI 50-year
et al.,2021) Vastra Got- bottendjup, Foundation for Science,
landsbasséngen salthalt,syre-  Technology and Environ-
halt, TOC ment; projekten ReprolND
(FORMAS; 2017-00864) och
INSERT (NV)
(Martella Bottenhavet, Metaller, PAH  Temperatur, ReproIND (FORMAS; 2017-
etal., 2023) Vastra Got- bottendjup, 00864) och AmphiDNA
landsbasséngen salthalt (FORMAS; 2019-01157)
(Kolesova Finska viken, Metaller, Temperatur, Flera projekt, inklusive
et al., 2024; Rigabukten, PAH,PCB,BT  bottendjup, BEACON (Interreg Baltic
Strode Bottenhavet salthalt, Sea Region, medfin-
et al.,2017), syrehalt, TOC, ansierat av EU; SO07

sedimentets
partikelstorlek

10/2022-10/2024) och D2P
(Biodiversa+; 2021-473).

2.3 Statistisk modellering

Univariata och multivariata metoder anviandes for att underséka samband mellan
variabler och identifiera kéllor till variation. I de experimentella studierna utgjorde
dos-respons-analys det huvudsakliga verktyget for att analysera exponeringsrelat-
erade effekter. I bade experimentella och filtbaserade studier anvdndes dessutom
regressionsbaserade metoder, i synnerhet generaliserade linjara modeller (GLM),
samt multivariata tekniker (PERMANOVA, CAP och DistLM) for att identifiera
signifikanta prediktorer.

Strukturell ekvationsmodellering (partial least squares SEM; PLS-SEM) anvindes
for att analysera direkta och indirekta effekter mellan reproduktiv hilsa, sediment-
fororeningar, miljovariation, genetisk diversitet och néringsstatus hos M. affinis i
Véstra Gotlandsbassingen och Bottenhavet. Sarskild vikt lades vid medieringen av
fororeningseffekter via trofiska och genetiska populationsegenskaper pa Repro-
IND, med GES-status som primér klassvariabel.

Slutligen anvindes beslutstriddsanalys (decision tree, DT), en maskininldrnings-
metod, for att identifiera monster i stora dataméingder. Metoden &r sirskilt IAmpad
for att identifiera associationsregler och troskelvirden, hantera multikollinearitet
och sma stickprov (vilket var fallet for detta datamaterial), samt ge troskelvardes-
skattningar for relevanta variabler (kemiska och miljomaéssiga) for att férfina GES-
malvérden.
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2.3.1 Datatransformation, univariata tester och
saknade data

Databearbetningen omfattade flera steg. Forst rensades data frdn dubbletter och
inkonsekvenser korrigerades. Numeriska variabler standardiserades och extrem-
varden identifierades och transformerades eller exkluderades beroende pa deras
paverkan pa analyserna. Datatransformationer, sisom logaritm- eller kvadratrots-
omvandlingar, tilldampades vid behov for att uppfylla antaganden i de statistiska
modellerna och forbittra tolkbarheten. For att hantera ett fatal saknade fororen-
ingsvirden i filtdataseten anvindes Expectation-Maximization-algoritmen (EM)
i programvaran Primer 7.

2.3.2 Dos-respons analys

I dos-respons-analyserna anviandes kemisk aktivitet som dosmatt. Till skillnad fran
koncentrationsbaserade angreppssitt ger kemisk aktivitet ett matt pa andelen av ett
amnes potential att orsaka baslinjetoxicitet och beaktar de kombinerade effekterna
av de fyra PAH-kongenerna i blandningen. Metoden mojliggjorde kvantifiering av
PAH-blandningens toxicitet samt identifiering av eventuell specifik toxicitet, det
vill sdga responser som inte kan forklaras av narkos.

2.3.3 Multivariat modellering

Multivariata ordinationsmetoder anvéndes i faltstudierna for att undersoka relat-
ioner mellan reproduktionsstérningar, fororeningar och miljéfaktorer. Hierarkisk
klusteranalys (HCA) anvdndes exempelvis for att gruppera lokaler med liknande
fororeningsprofiler (Kolesova et al., 2024), med anvindning av euklidiskt avstand
och Wards metod for att forbattra Klassificeringsnoggrannheten. Distansbaserad
linjar modellering (DistLM) anviandes for att beddma den relativa betydelsen av
miljofaktorer (sedimentets partikelstorleksférdelning, temperatur, syrehalt och
TOC) och féroreningar for variation i biologiska responser hos vitmérla (Raymond
et al., 2021). Metoden baserades pa en distansmatris for prediktorurval, med per-
mutationer for att testa sambands signifikans.

2.3.4 PLS-SEM

PLS-SEM anvindes for att analysera samband mellan reproduktiv hélsa, sediment-
fororeningar, miljovariation, genetisk diversitet och ndringsstatus hos Monoporeia
affinis i Vastra Gotlandsbassingen och Bottenhavet. Metoden valdes eftersom den
ar val lAmpad for komplexa, prediktiva modeller med flera latenta variabler (LV)
som inte kan maétas direkt och observerade variabler som anvéinds for att parametris-
era dessa. PLS-SEM mojliggor samtidig analys av direkta och indirekta effekter i en
och samma modell och hanterar effektivt sma till medelstora stickprov samt data
med icke-normal férdelning.

I modellen inkluderade de latenta variablerna frekvenser av embryonala miss-
bildningar, isotopiska nischmatt for resursutnyttjande (populationens trofiska status)
samt nivaer av kemiska féroreningar (metaller, PAHer och sammansatta index for
potentiell toxicitet). Analysen beaktade dven icke-kemiska faktorer sisom temper-
atur samt den potentiella rollen av genetisk diversitet (mtDNA-markorer) for vari-
ation i trofisk status och ReproIND (Gorokhova et al., 2024).
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2.3.5 Beslutstradsmodellering

Beslutstradsanalys (DT) anvédndes for att utvirdera sambanden mellan fororenings-
exponering och ReproIND under varierande miljéférhallanden i Ostersjon
(Gorokhova, 2024). Metoden erbjuder flera fordelar for denna typ av analys,
daribland férmagan att hantera icke-linjira interaktioner mellan variabler, vilket ar
centralt givet de komplexa sambanden mellan féroreningar och icke-kemiska miljo-
faktorer sdsom temperatur, salthalt och syrehalt. DT dr 4ven vil lAmpad f6r analys
av relativt smé& datamingder med bide kategoriska och numeriska variabler, vilket
var fallet for detta material (85 observationer). Metodens transparens mojliggor
rangordning av centrala GES-drivKkrafter och effekttrosklar kopplade till icke-GES-
forhillanden, identifiering av troskelvirden samt belysning av kritiska punkter dir
miljobelastningar (kemisk aktivitet och PLI) leder till biologiska effekter och under
vilka milj6férhallandenas (temperatur, djup och salthalt) effekter forstarks. Dessa
egenskaper gjorde DT till ett andamalsenligt verktyg for uppgiften och erbjod ett
pragmatiskt ramverk for bedémning och tolkning av miljédata.
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3. Resultat

De experimentella och faltbaserade studierna gav samstdmmiga belidgg for att
kemisk aktivitet driver biologiska responser vid bade akuta och kroniska exponer-
ingar. Vidare utvecklades och validerades en metod for kemisk aktivitetsbaserad
laddning av sediment. Nedan presenteras resultaten i féljande ordning;:

« Tavsnitt 5.1 redovisas de experimentella exponeringssystemen samt resultat
som belyser hur stoérande faktorer (t.ex. fodointag, temperatur och samexponer-
ing for metaller) paverkar dos-respons-samband vid PAH-exponering uttryckt
som kemisk aktivitet hos etablerade testorganismer.

« Tavsnitt 5.2 sammanfattas de féroreningar och abiotiska faktorer som paverkar
ReproIND hos vilda populationer av vitmérla (Monoporeia affinis) i olika bass-
anger.

« Tavsnitt 5.3 presenteras resultaten fran beslutstrddsmodellerna, inklusive
associationsregler och troskelvirden for betydelsefulla kemiska och icke-kemiska
variabler kopplade till icke-GES-forhallanden, vilka utgdér underlag for revidering
av ReproIND.

3.1 Experimentella belagg for kemisk
aktivitets lamplighet som dosmatt

De experimentella studierna genererade dos-respons-data fran tester genom-
forda enligt OECD:s riktlinjer dar kemisk aktivitet anvindes som dosmatt, vilket
vidareutvecklar detta angreppssitt inom ekotoxikologi for hydrofoba organiska
fororeningar (Saladin, 2023; Steigerwald et al., 2024). De utvecklade och férfinade
protokollen mojliggdr &ven mer robusta experimentella designer och mer precis
hypotesprovning niar bade kemiska och icke-kemiska variabler ingdr. Samman-
taget indikerar resultaten att befintliga standardriktlinjer kan beh6éva uppdateras
for att bittre beakta variation i miljéfaktorer, sa att toxicitetstester i hogre grad kan
forutsdga kombinerade effekter.

311 Experimentella system

Den foreslagna laddningsmetoden for sedimentexponering, baserad pa kemisk
aktivitet, mojliggor 6kad stabilitet och béttre kontroll av exponeringsnivaer i experi-
mentella studier och leder ddrmed till mer tillf6rlitliga dosuppskattningar (Abel
et al., 2024). Justeringar for temperatureffekter pa kemikaliekoncentrationer och
sorptionsdynamik har integrerats, och temperaturkorrigerade kemiska aktiviteter
sikerstiller realistiska exponeringsférhallanden (Oliveira dos Anjos et al., 2023).
Véra observationer visar dessutom pa behovet av att beakta variation i torv- och
sedimentegenskaper vid sedimenttoxicitetstester, eftersom nuvarande OECD-rikt-
linjer inte tar hinsyn till skillnader i kemisk aktivitet mellan olika typer av organiskt
substrat (Arboleda, 2024). Detta dr sirskilt relevant i fall dir exponeringsnivéer
baseras pa totalhalt i sediment snarare dn pé fritt 10sta koncentrationer eller kemisk
aktivitet. Sammantaget stirker dessa metodutvecklingar méjligheten att tillimpa
ekologiskt relevanta exponeringsforhillanden i sedimenttoxicitetstester.
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31.2 Kumulativa effekter vid akuta och kroniska

L. variegatus

exponeringar
Ndiringsstatus hos djur. Naringsstatus hos nyklackta Daphnia paverkade i hog
grad toxicitetsdosen for tillvixt, proteininnehall och immobilisering. Svaltade
individer tolererade PAH-exponeringen avsevirt béttre, vilket aterspeglades
i signifikant hogre Las,-virden (dvs. letal aktivitet fér 50 % av de exponerade
individerna). Dessutom uppvisade sviltade individer en hdgre dterhAmtnings-
grad (Saladin, 2023; Steigerwald et al., 2024). Utfodringsregimen paverkade
sannolikt &ven PAH-upptaget hos daggmaskar och chironomider vid sediment-
exponering (Figur 4). Medan ackumuleringen var 14g hos chironomider var
den betydande hos daggmaskar. Detta upptagsmonster aterspeglades dven i
tillvixten hos testorganismerna, dar daggmaskarnas tillvixt minskade med
Okande kemisk aktivitet (Easo, dvs. effektaktivitet for 50 % av de exponerade
individerna, varierade mellan 0,01 och 0,07).

@ L. variegatus

O C. riparius
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Figur 4. Tillvaxtrespons hos daggmaskar och chironomider exponerade for sediment med
varierande PAH-aktiviteter.

Temperatur. Ingen signifikant interaktion mellan temperatur och dos pavisades.
Néir exponeringstiden justerades till grad-dagar var skillnaden i Las, mellan
temperaturerna inte signifikant (Laso: 0,061 jamfort med 0,068). Nar exponer-
ingstiden i stéllet sattes till 72 timmar var Las, signifikant hogre vid 25 °C dn vid
20 °C (Lago: 0,035 jamfort med 0,068). Detta indikerar att den mer avancerade
fysiologiska &ldern hos daphnier vid den hdgre temperaturen, det vill siga en
fysiologiskt langre exponeringstid, och inte en 6kad toxicitet vid en given kemisk
aktivitet, 1dg bakom den hogre “skenbara” toxiciteten vid hogre temperatur.
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Figur 5. Dos-respons-samband fér immobilisering hos Daphnia magna (proxy for mortalitet)
exponerade for en PAH-blandning inom intervallet fér kemisk aktivitet 0,01-0,1.

(A). Daphnierna odlades vid antingen 20 °C eller 25 °C och exponerades fér PAHer vid samma
temperatur under tre grad-dagar. Vid 20 °C motsvarade detta 72 timmar (bla), och vid 25 °C
60 timmar. Darut6ver exponerades daphnier fran 25 °C-behandlingen for samma dosintervall
under 72 timmar. (B) Median letal aktivitet (Laso; medelvarde och 95 % konfidensintervall).

« Kombinerad exponering for PAHer och metaller. Vid exponering for zink (Zn) vid
2 mg/L uppgick immobiliseringen till ndra 80 % i behandlingar med enbart Zn,
vilket omojliggjorde en meningsfull utvirdering av blandningseffekter mellan
PAHer och Zn. Vid en Zn-koncentration pa 1 mg/L var immobiliseringen i PAH/
Zn-behandlingen jamférbar med den som observerades vid exponering for
enbart PAHer. Daremot var proteininnehéllet hos daphnier ldgre vid kombinerad
exponering for PAHer och Zn, vilket indikerar en samverkande effekt pé detta
effektmatt (Figur 6).
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Figur 6. Respons i individuellt proteininnehall hos Daphnia magna exponerade fér en PAH-bland-
ning inom intervallet fér kemisk aktivitet 0,01-0,1, med eller utan samtidig exponering for zink.
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3.2 Effekter av fororeningar och abiotiska
faktorer pa ReproIND

Tre faltstudier bidrog till utvarderingen av hur kemiska féroreningar och icke-
kemiska faktorer paverkar reproduktiva egenskaper och populationskarakteristika
hos vitméarla (Monoporeia affinis).

1. Raymond med flera (Raymond et al., 2021) anvdnde 6vervakningsdata for att

identifiera vilka miljovariabler som bist forklarade forandringar i botten-
levande makrofaunasamhéllen. I detta datamaterial klassificerades PAH-
halterna som medelhdga till héga enligt nationella riktlinjer (Josefsson, 2017)
vid 4 av 29 stationer; darutdver éverskred 8 stationer den niva som definieras
som opaverkad. De miljovariabler som inkluderades var sedimentets organiska
kol (TOC), sedimenthalter av metaller och PAHer, syrgashalt i bottenvattnet,
salthalt, temperatur samt klorofyll-a-koncentration i ytvattnet. Férekomsten av
M. affinis, som ar en av de vanligaste arterna i omradet, forklarades bist av den
totala PAH-halten som en enskild negativ prediktor. Inga metaller identifier-
ades som betydelsefulla prediktorer. Resultatet indikerar att PAH-fororening
kan reducera populationsstorleken hos sedimentlevande vitmarla, vilket bor
beaktas nir bottenfauna anvinds for bedomning av eutrofieringsstatus. Studien
visar dven att vid referensstationer inom de svenska nationella marina miljo-
Overvakningsprogrammen (SNMMP; programmen for makrozoobentos och
akvatiska miljogifter) 1angs Ostersjokusten éverskrider halterna av 11 priorit-
erade PAH-kongener i sediment ofta den niva som klassificeras som ”14g”
enligt nationella riktlinjer (Josefsson, 2017). Detta indikerar att de biologiska
effektdata som anvinds kan 6verskatta bakgrundsnivan fér embryonala miss-
bildningar.

. Kolesova med flera (Kolesova et al., 2024) analyserade data fran fyra delbassidnger
- Finska viken, Rigabukten, Bottenhavet och Véstra Gotlandsbassingen — for
att undersoka sambanden mellan embryomissbildningar hos M. affinis, hydro-
foba organiska féroreningar (PAHer, PCBer och BTer; totala halter, TEQ-virden
samt enskilda kongener testades som prediktorer) och metaller (badde PLI

och enskilda metallhalter testades som prediktorer). Den breda geografiska
tdckningen, som omfattade ekologiskt relevanta gradienter, mojliggjorde en
integrering av icke-kemiska faktorer sdsom temperatur, TOC och syrehalt i ett
batteri av multivariata modeller. Metaller (PLI, Hg), PAHer (NAP och DBAHA)
samt PCBer (PCB180) identifierades som signifikanta positiva prediktorer for
forekomsten av embryonala missbildningar 6ver bassiangerna. Med tanke pa de
starka korskorrelationerna mellan olika metaller och PLI-virden samt mellan
kongener av PAHer och PCBer dr det sannolikt att de observerade effekterna
inte ar specifika for dessa enskilda &mnen utan aterspeglar toxicitet frin andra
kongener i fororeningsblandningarna. Frekvensen av embryonala missbild-
ningar 6kade dessutom inte enbart med 6kande fororeningshalter utan aven
med temperatur och salthalt. Sediment dominerade av sand, ofta med 14g TOC,
visade sig ocksa ha en starkare toxisk effekt 4n sediment med hégre andel silt
och lerfraktioner. Det dr dock viktigt att notera att beroenden av temperatur
och salthalt endast kunde pavisas 6ver hela spannet av de undersokta virdena
(T: 2-6 °C och salthalt: 1,4-7,1; bottenvatten under vintertid, det vill sdga under
vitmirlans reproduktionsperiod). Inom enskilda bassdnger var variationen
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betydligt mindre och inga tydliga effekter kunde pavisas mellan stationer. Slut-

satsen var darfor att bassingspecifika GES-malviarden for embryonala missbild-
ningar, anpassade till populationer som ir lokalt anpassade till temperatur- och
salthaltsvariationer, ir tillrdckliga for att hantera dessa beroenden.

Extremely high levels
of metals (Hg, As, Cu,
and Ni), most PAH and
PCB congeners

High levels of BTs and
some metals (Cu, Cd,
Pb, and Zn)

Low-to-moderate
contaminant levels
with multiple
contaminant groups
present in mixtures

Intermediate-to-high
levels of some metals
(Cr, Zn, and Ni) and
PCBs (CB28, CB52 and
CB101)
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Figur 7. Variation i forekomsten av embryonala missbildningar mellan stationer grupperade
utifran féroreningsbelastning.

(A) Hierarkisk klusteranalys av provtagningsstationer baserad pa féroreningsbelastning (Ward-
lankning), vilket resulterade i fyra kluster (C1-C4). (B) Violindiagram fér andelen honor med fler
an ett embryonalt missbildat embryo. Kurvornas bredd motsvarar den ungefarliga tatheten av
datapunkter. Medianvarde och interkvartilintervall visas som ett svart boxdiagram i respektive
violin. Signifikanta skillnader mellan grupper, detekterade med oparat t-test, markeras med
asterisk (p < 0,05). Notera att kluster C1 omfattade endast tva stationer fran Sundsvall med
extremt hoga halter av bade HOCs och metaller.

Klassificering av provtagningsstationerna med klusteranalys identifierade fyra
Kluster som skilde sig at i frdga om belastning och sammansittning av sam-
forekommande fororeningar (Figur 7). Kluster 1 bestod av endast tva kraftigt
fororenade stationer (SU 57 och SU 58, Sundsvall, Bottenhavet) med mycket
hdga halter av metaller (As, Hg, Cu och Ni), PAHer och PCBer. Kluster 2 omfatt-
ade fem stationer i Finska viken med relativt hoga halter av BTer, medan de tvi
aterstdende Klustren inkluderade stationer fran flera delbassdnger och kénne-
tecknades av varierande blandningar av PAHer, PCBer och metaller. Inget av
Klustren representerade opaverkade forhallanden.

3. Gorokhova och med flera tillaimpade PLS-SEM for att identifiera de viktigaste
drivkrafterna for reproduktiv hilsa (ReproHealth) i Bottenhavet och Vistra
Gotlandsbassdngen samt for att etablera direkta och indirekta samband mellan
embryonala missbildningar, kemisk férorening (PAHer och metaller), trofiska
egenskaper hos vitmarlepopulationerna och abiotiska faktorer (Figur 8). Féro-
reningsbelastning och icke-kemiska miljoférhallanden skilde sig markant mellan
bassidngerna. I motsats till forvintningarna observerades signifikant hogre halter
av bide metaller och PAHer i Bottenhavet jAmfoért med Vastra Gotlandsbass-
angen, med skillnader pa 1,5-6,3 gdnger for metaller och cirka tva ganger for
bade lag- och hogmolekyldra PAHer. Temperatur hade en signifikant moderer-
ande effekt pd ReproHealth i respektive delbassdng, det vill sdga en signifikant
interaktion mellan temperatur och féroreningar féor sambandet EXPOSURE —
ReproHealth. Effektriktningen var dock motsatt mellan modellerna, med en
stark negativ effekt i Bottenhavet och en svag positiv effekt i Vastra Gotlands-
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bassdngen. Detta innebér att féroreningsinducerad toxicitet delvis mildrades
i Bottenhavet men forstiarktes i Vastra Gotlandsbassdngen. Med hansyn till
den signifikant l1igre temperaturen och de hogre metallhalterna i Bottenhavet
kan man spekulera i att temperaturens mildrande effekt inom det optimala
termiska intervallet kan vara kopplad till mer effektiv avgiftning hos djuren,
ilinje med observationer hos fisk exponerade for metaller vid olika temperat-
urer (Castaldo et al., 2021). I Vistra Gotlandsbassdngen lever M. affinis, som ar
en glacial relikt, néra sin temperaturtoleransgrins, vilket sannolikt bidrar till
att negativa effekter av féroreningar forstarks vid hogre temperaturer.

TrophDiv

H1 H4 H5c

H1la

EXPOSURE ReproHealth PHYS

H6

H5b

PAH sources

Moderating
GenDiv PHYS/
EXPOSURE

Figur 8. PLS-SEM-modell som kopplar embryonala missbildningar (ReproHealth) till biotiska
(TrophDiy, trofisk diversitet, och GenDiv, genetisk diversitet) och abiotiska variabler (EXPO-
SURE, kemiska féroreningar i sediment, samt PHYS, fysikaliska miljoforhallanden).

Pilarna representerar samband mellan latenta variabler (LV; cirklar). Biologiska LV visas som
vita cirklar, medan kemiska (EXPOSURE) och icke-kemiska (PHYS) LV visas i brunt. Indikatorerna
(uppmaétta parametrar som representerar olika aspekter av respektive LV) ar dolda (markerade
med [+]) for okad tydlighet. EXPOSURE-modellen omfattade tre latenta variabler av forsta ord-
ningen (ljusbruna) som representerar olika typer av féroreningar och féroreningsindex.

3.3 Beslutstridsanalys och revidering av
ReproIND.

Beslutstrddsmodellen (DT; Figur 9) tydliggjorde sambanden mellan férorenings-
paverkan, representerad av sammansatta toxicitetspotentialindex fér metaller
(Metal-PLI) och PAHer (kemisk aktivitet), samt GES-status baserad pa ReproIND.
Modellen identifierade troskelvirden for Metal-PLI och kemisk aktivitet som de
mest betydelsefulla faktorerna fér GES-utfall. Aven icke-kemiska faktorer, i synner-
het bottendjup och salthalt, identifierades som viktiga modulerande variabler.
Dessa troskelviarden utgdr ett underlag for att justera GES-méalvirden i syfte att
forbattra identifieringen av paverkade miljoer.
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Det forsta delningskriteriet i beslutstriddet var ett bottendjup pa 75 m, vilket mark-
erade en 6kad forekomst av icke-GES-forhallanden vid storre djup. Det bor dock
noteras att mindre 4n 12 % av stationerna i datamaterialet 6versteg detta djup. Nasta
delning identifierade ett Metal-PLI-troskelvirde pa < 0,2, vilket indikerade att ytter-
ligare cirka 11 % av stationerna med laga metallhalter, huvudsakligen beldgna i Neva-
deltat i Finska viken, Klassificerades som icke-GES.
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Figur 9. Beslutstradsanalys (DT) av féroreningar och miljéfaktorer som paverkar GES baserat pa
ReproIND-varden fran 55 stationer som anvandes for modellvalidering (rétt: icke-GES, blatt: GES).

Modellen visar sambanden mellan féroreningspaverkan, uttryckt som sammansatta variabler
for metaller och PAHer (Metal-PLI och LogPAHa, kemisk aktivitet for PAHer, log-transformerad),
och GES-status. Identifierade troskelvarden inkluderar LogPAHa (-5) och Metal-PLI (0,5), samt
icke-kemiska faktorer sdsom bottendjup (75 m) och salthalt (6,5). Resultaten indikerar behov av
att justera GES-malvarden fér embryonala missbildningar, sarskilt vid djupare stationer, samt att
revidera EQS for metaller vid salthalter under 6,5.

Vid stationer dar Metal-PLI &versteg 0,2 férekom bade GES- och icke-GES-forhallanden.
I detta intervall hade kemisk aktivitet (LogPAHa) en central betydelse, dar hogre aktivit-
etsnivaer var associerade med icke-GES-status i 65 % av fallen. Metaller utgjorde en
ytterligare avgdrande faktor genom att sérskilja icke-GES-férhéallanden vid Metals-PLI-
nivier 6ver 0,5. Kombinationen av LogPAHa > -5 och Metal-PLI > 0,5 6kade sannolik-
heten for icke-GES till 86 %, vilket tydligt visar betydelsen av samverkande effekter
mellan PAHer och metaller for att inducera biologiskt skadliga blandningseffekter.
Som sista delningskriterium identifierades salthalt som en modulerande faktor vid
stationer med bide hog kemisk aktivitet och férhojd metallbelastning, dar salthalter
< 6,5 oftare resulterade i icke-GES-status. Denna effekt drevs huvudsakligen av stationer
i den nordligaste delen av studieomradet (Bottenviken) samt i 6stra Finska viken. Det ar
sannolikt att &ven andra kemiska foéroreningar bidrog till de observerade icke-GES-f6r-
hallandena i dessa lag-salthaltsmiljoer, trots relativt 1aga halter av metaller och PAHer.
Modellens prestanda utvirderades med fokus p& férmagan att identifiera icke-GES-
forh&llanden och visade hog traffsikerhet. ROC-analysen resulterade i ett AUC-virde
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pa 0,85, vilket indikerar god diskriminerande formaga mellan GES och icke-GES.
Metals-PLI var den viktigaste prediktorn (0,38), f6ljd av kemisk aktivitet (LogPAHa;
0,28), bottendjup (0,23) och salthalt (0,15).

34 Samband mellan belastning och
biologisk effekt

Resultaten visar tydliga samband mellan belastning och biologisk effekt fér Repro-
IND nir belastning representeras av kemisk aktivitet baserad pa PAH-halter i
sediment (Figurerna 9 och 10). Med utgidngspunkt i dessa samband foreslas ett
angreppssétt for integrering av kemiska och biologiska indikatorer inom ramen for
Deskriptor 8 i MSFD f6r 6vervakning och bedémning av féroreningseffekter.

De tva linjdra regressionerna mellan kemisk aktivitet och organiskt kol i sedi-
ment (TOC), som sKkiljer sig it i sina intercept (Figur 10), utgdr ett ramverk for
screening av stationer med avseende pa potentiell fororeningspéverkan. Eftersom
lutningarna ar identiska mellan regressionerna r interceptet den avgdrande fakt-
orn, dar ett hogre intercept representerar piverkade stationer (GES) och ett lagre
intercept representerar opaverkade stationer (icke-GES).

LogPAHa Metal-PLI

-4.4 1.2

|
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o

1.0 "
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|
P
)
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0.6 AT tr— 4

-5.2 e ¢
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Figur 10. Variation i kemisk aktivitet (LogPAHa) och Metals-PLI grupperad for stationer klassific-
erade som GES respektive icke-GES.

Resultat fran statistisk jamférelse mellan grupperna visas under x-axeln. Box- och whisker-
diagrammen visar medelvarde, median (gul linje), 25- och 75-percentiler samt min- och maxvér-
den.

Néar data om HOCs och organiskt kol i sediment tas fram inom féroreningsoéver-
vakningen kan kemisk aktivitet berdknas, varefter den resulterande datapunkten
statistiskt kan utvirderas for att avgora vilken av regressionslinjerna den med storst
sannolikhet tillhor. De skattade konfidensintervallen for respektive regression gor
det mgjligt att beddma sannolikheten for att en given datapunkt dr associerad med
GES- respektive icke-GES-forhallanden. Denna utvardering av féroreningsdata ger
forvaltande myndigheter ett verktyg for att klassificera stationer utifrdn sannolik-
heten for biologiska effekter och for att prioritera omraden for vidare undersékning
eller &tgérd baserat pa evidens fran klassificeringen.
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For att sékerstélla relevansen och tillforlitligheten i de klassificeringar som gener-
eras med detta angreppssitt kan biologisk effektbedémning baserad pa ReproIND,
liksom andra biologiska effektindikatorer, integreras som en valideringskompon-
ent. Detta kan exempelvis goras genom korsvalidering med ReproIND-data:
stationer som Klassificeras som potentiellt pdverkade baserat p4 sambandet mellan
kemisk aktivitet och TOC bor uppvisa motsvarande biologiska effekter, sdsom
reproduktionsstdorningar hos vitmaérla, aterspeglade i ReproIND-varden. Omvéant
bor stationer som klassificeras som opaverkade visa begrdansade eller inga repro-
duktiva storningar.

-2 « SU57 —=— non-GES
—— GES

» SU58

LogPAHa
-

log2TOC

Metal-PLI
1 ]

Figur 11. Samband mellan sedimentets TOC och (A) kemisk aktivitet (LogPAHa) samt (B) Metal-
PLI fér stationer klassificerade som GES och icke-GES.

Den linjara regressionen &r signifikant fér LogPAHa, med signifikant lagre intercept for icke-
GES-gruppen (Tabell 3). Metal-PLI visade daremot inget tydligt samband med TOC, &ven om
regressionen var svagt signifikant for icke-GES-stationer. Horisontella linjer i panel B markerar
Metal-PLI-nivaer pa 1och 0,5, motsvarande allmént accepterad toxicitetstroskel (PLI = 1;
Tomlinson et al., 1980) respektive den niva (PLI = 0,5) som identifierades av DT-modellen
som férknippad med 6kad sannolikhet for negativa effekter vid kemisk aktivitet > 0,00001
(LogPAHa > -5).

Tabell 3. Resultat fran GLM-analys av GES-effekt pa sambandet mellan kemisk aktivitet
(LogPAHa) och sedimentets organiska kol (TOC).

SS MS F P
Intercept 1540.348 1540.348 4201.674 0.000000
GES 2.391 2.391 6.521 0.012582
LogTOC 3.231 3.231 8.814 0.003957
GES*LogTOC 0.066 0.066 0180 0.672292
Error 28.962 0.367
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4. Diskussion

De 6vergripande malen med detta projekt var att férdjupa forstaelsen av kumulativa
effekter och multipla stressorer pa biologiska effekter av miljéfororeningar, med
sirskilt fokus pa att forbittra beddmningen av miljdstatus i Ostersjon. Genom att
integrera avancerade toxikologiska matt for kemisk exponering, biologiska effekt-
indikatorer och samtidigt beakta icke-kemiska miljofaktorer uppnaddes flera
centrala resultat:

+ tillimpningen av kemisk aktivitet vidareutvecklades och stirktes som ett till-
forlitligt dosmaétt i ekotoxikologiska tester,

« ett arbetsflode for validering av biologiska effektindikatorer utvecklades, och
tydliga samband mellan belastning och indikatorrespons kunde pavisas for
ReproIND,

« troskelvirden identifierades for samverkande effekter av PAHer och metaller
som dr kopplade till icke-GES-férhallanden, det vill sdga utfall av blandnings-
effekter,

« troskelviarden faststélldes for miljévariabler som paverkar ReproIND-responsen
pa féroreningar,

« ett nytt angreppssitt foreslogs for integrering av kemiska och biologiska effekt-
data vid bedémning av féroreningsstatus i Ostersjon, med potentiell tillimpbar-
het dven i andra ekosystem.

Dessa resultat bidrar till vidareutveckling av metoder for féroreningsbeddmning
och miljéévervakning i marina ekosystem och utgdr samtidigt ett viktigt stod for
operativ tillimpning av ReproIND i Ostersjon.

4.1 Kemisk aktivitet i ekotoxikologiska
tester

De experimentella studierna i detta projekt har vidareutvecklat anvindningen

av kemisk aktivitet som dosmatt inom ekotoxikologi for hydrofoba organiska
fororeningar (HOCs). Genom utveckling av nya protokoll och framtagande av
dos-respons-data for badde vattenburen och sedimentbaserad exponering, med
planktoniska och bentiska testorganismer, har metoden visats vara férenlig med
gallande OECD-riktlinjer. Metodutvecklingen mdjliggdr robusta experimentella
uppldgg dir bade kemiska och icke-kemiska storfaktorer kan beaktas, vilket sam-
tidigt belyser behovet av att uppdatera befintliga standardriktlinjer. De foreslagna
teknikerna for sedimentexponering ger forbattrad kontroll 6ver kemisk aktivitet,
men resultaten visar ocksa att variation i substrategenskaper behover studeras
vidare for att sdkerstélla realistiska och tillforlitliga toxicitetstester.

Utvecklingen av den kemiska aktivitetsbaserade laddningsmetoden for sedi-
ment visade tydliga skillnader i olika torvpartiers férmaga att sorbera PAHer.
Detta innebdr att samma méngd kemikalie, laddad till olika torvtyper i biotester,
kan ge upphov till olika exponeringsnivaer (Abel et al., 2024). Resultatet under-
stryker behovet av att frAingd beddmningar som enbart baseras pa totalhalter.
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Variationer i organiskt materials egenskaper paverkar dven biotillgdnglighet och
potentiell frisdttning av kemikalier frin sediment till vatten i naturliga miljoer.
Detta har nyligen visats i Finska viken, dir tva stationer med olika andel terrestriskt
respektive marint organiskt kol i sedimenten undersodktes. Hydrofoba PAHer och
PCBer visade sig sorbera starkare till sediment dominerade av marint organiskt kol,
med konsekvenser for biotillgdngligheten (Nybom et al., 2021).

De observerade medianvirdena for toxicitet i de akuta immobiliseringstesterna
lag inom det férvantade intervallet for kemisk aktivitet vid baslinjetoxicitet (0,01-0,1),
vilket stodjer narkos, en ospecifik toxisk verkningsmekanism, som den dominerande
verkningsmekanismen i tester med daphnier och daggmaskar. Avsaknaden av
immobilisering vid kemisk aktivitet under 0,01 stérker ytterligare bilden av narkos
som en troskeleffekt, dar en viss aktivitetsniva krivs for att inducera respons.
Sammantaget visar detta att kemisk aktivitet dr en tillforlitlig prediktor for baslinje-
toxicitet i ekotoxikologiska studier med etablerade evertebratmodeller.

Ingen toxicitet som indikerar en specifik toxisk verkningsmekanism fér PAHer
observerades under denna troskel, inklusive i pilotforsék dir intervallet for kemisk
aktivitet var 0,001-0,12. Detta bekriftar narkos som den dominerande verknings-
mekanismen for PAHer vid hoga koncentrationer niar immobilisering anvinds
som effektmétt. Ddremot visar dos-respons-sambanden for proteininnehall och,

i synnerhet, genuttryck hos Daphnia att dessa responser upptrader vid avsevirt
lagre kemisk aktivitet-minst en tiopotens under den forvintade narkostroskeln.
Detta indikerar att andra verkningsmekanismer sannolikt ligger bakom dessa
effekter. Specifika toxikologiska mekanismer kan dirmed aktiveras vid l1dgre PAH-
koncentrationer, méjligen kopplade till enskilda kongener, och utlésa molekylédra
eller celluldra responser innan mer uppenbara effekter sisom immobilisering kan
observeras.

De experimentella resultaten avseende betydelsen av niringsstatus, tempera-
tur och kombinerad exponering for olika féroreningar stéds av PLS-SEM-modellen
baserad pé filtdata (Gorokhova et al., 2024). Utdver deras ekologiska relevans belyser
dessa resultat 4&ven den komplexitet som foljer av faktorer som kan variera i experi-
mentella sammanhang, ibland oavsiktligt. Exempelvis pdverkade naringsstatus hos
daphnier deras kinslighet fér PAHer i hog grad, dar svéltade individer uppvisade
hogre tolerans jaimfort med valutfodrade. Detta visar att testorganismernas energi-
reserver och metabola tillstdnd kan modulera toxikologiska responser pa ett
avgorande sitt och att dessa variabler darfér bor beaktas i toxicitetsbedémningar.

Pa motsvarande sitt visade sig temperatur paverka toxiciteten pa ett sitt som
inte kan beskrivas enbart genom enkla dos-respons-samband. Exponering vid
hogre temperatur ledde till en mer avancerad fysiologisk aldrandeprocess hos
organismerna, vilket i sin tur paverkade testutfallen genom en langre fysiologisk
exponeringstid snarare dn genom 0kad toxicitet vid en given kemisk aktivitet.
Detta understryker vikten av att justera exponeringstider utifran grad-dagar och
att tolka temperaturforhillanden korrekt i ekotoxikologiska studier for att undvika
missvisande slutsatser om temperaturberoende toxicitet hos specifika &mnen.

Slutligen tillférde kombinerad exponering for olika klasser av féroreningar,
sasom PAHer och metaller (zink i detta fall), ytterligare komplexitet. Interaktionerna
mellan dessa d&mnen f6ljde inte alltid enkla additiva eller synergistiska monster,
och vissa toxiska effekter kunde endast observeras vid specifika kombinationer och
nir suborganismala effektmdtt anvindes. Denna variation understryker behovet av
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att riskbeddmningar i ekologiska sammanhang ror sig bortom analyser av enskilda
amnen och i stillet tillampar integrerade angreppssitt som beaktar blandnings-
effekter.

4.2 Evidens for blandningseffekter fran
faltstudier

Féltstudierna visar att kemiska blandningar, sirskilt kombinationer av PAHer och
metaller, har en betydande paverkan pé reproduktiv hilsa och populationsstatus hos
vitméarla (Monoporeia affinis). Dessa effekter moduleras dessutom av icke-kemiska
miljofaktorer sdsom temperatur, salthalt, bottendjup och sedimentets sammansatt-
ning. De relativa bidragen frAn PAHer respektive metaller som prediktorer varierade
mellan studierna beroende pa vilken biologisk respons som analyserades, till
exempel populationsférekomst (Raymond et al., 2021), olika aspekter av embryonala
missbildningar (Kolesova et al., 2024) samt GES-utfall (bindr variabel) baserat pa
frekvenser av embryonala missbildningar (Gorokhova et al., 2024).

Vidare har andra studier som &r relevanta fér INSERT, men som inte genom-
fordes inom ramen for detta projekt, pekat ut DNA-addukter som en mojlig
mekanism bakom utvecklingstoxicitet (Gorokhova et al., 2020). I dessa studier
associerades specifika DNA-addukter med metaller (Hg, Cd och Zn) samt med den
samlade PAH-belastningen, men inte med enskilda PAH-kongener (Martella et al.,
2023). Dessa observationer stodjer anvindningen av kemisk aktivitet som ett additivt
toxicitetsmatt for att integrera flera PAHer till ett samlat exponeringsmatt vid analys
av filtdata.

Samtidigt visar laboratoriestudier att toxiciteten vid akuta exponeringar i
huvudsak kan tillskrivas narkos, dar inga métbara effekter observerades vid kemisk
aktivitet under 0,01. De nivier av kemisk aktivitet som uppméttes i sediment i falt
lag generellt flera storleksordningar under de experimentella nivderna (Figur 10),
vilket talar for att narkotiska effekter har begridnsad relevans under naturliga for-
héllanden. Trots detta observerades frekventa icke-GES-forhillanden vid kemisk
aktivitet 6ver 0,00001 (Figur 9A), vilket sannolikt dr kopplat till specifika verknings-
mekanismer snarare dn baslinjetoxicitet.

Det bor ocksa beaktas att berdkningarna av kemisk aktivitet i denna studie
enbart baseras pd PAHer och inte inkluderar andra hydrofoba organiska foro-
reningar som ocksa kan bidra till de observerade effekterna. Mot denna bakgrund
kan det inte faststéillas om filtresponserna beror pa dverskjutande toxicitet
frdn PAHer, aven om PAHer dr kinda hormonstdrande &mnen hos leddjur och
diarmed potentiella birare av sidana effekter (Oberdorster et al., 1999). Screening
for 6verskjutande toxicitet bor darfor genomforas i kontrollerade laboratorie-
studier, eftersom faltférh&llanden priglas av flertalet stressfaktorer och komplexa
fororeningsblandningar som forsvarar isolering av effekter fran enskilda &mnen.
Dartill r exponeringsnivaer och exponeringstider i falt ofta osikra, till skillnad
fran i vilkontrollerade experimentella studier. Sammantaget understryker detta
behov av laboratoriebaserade studier for att pa ett tillforlitligt sétt identifiera och
kvantifiera 6verskjutande toxicitet utover baslinjetoxicitet (Kienzler et al., 2017).
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4.3 ReproIND-responser pa regional
variation i fOroreningsbelastning
och miljoforhallanden

Beslutstradsmodellen (Figur 8) identifierar centrala troskelvirden och interaktioner
mellan féroreningar och miljéfaktorer som paverkar GES-klassificeringen vid

71 stationer i de fem delbassidngerna i Ostersjon. Modellen pekar ut kritiska nivaer
av PAHer (uttryckt som kemisk aktivitet) och metaller (uttryckt som deras samlade
potentiella toxicitet). Ett huvudresultat ar att stationer med bade kemisk aktivitet
over 0,00001 och metallbelastning 6ver PLI > 0,5 hade en hogre sannolikhet att
Kklassificeras som icke-GES (Figur 8). Eftersom metalltoxicitet vanligen forvintas
vid PLI-virden over 1 (Tomlinson et al., 1980) dr detta resultat sarskilt viktigt, da det
indikerar att ett mer konservativt troskelvirde kan vara motiverat.

Vidare dr mer-an-additiva effekter vanliga for blandningar av metaller och
PAHer (Gauthier et al., 2014). De viktigaste interaktionerna som kan leda till
sadan forstarkt toxicitet inkluderar PAH-inducerad stdrning av cellmembranens
integritet, vilket kan underlitta metallupptag, mojlig komplexbildning mellan
metaller och PAHer, metallers himning av PAH-detoxifiering via cytokrom P450,
PAHers himning av metall-detoxifiering via metallotionein samt 6kad produktion
av reaktiva syreforeningar vid vissa kombinationer av metaller och PAHer. Den
Omsesidiga himningen av avgiftningsprocesser indikerar dessutom moéjliga posi-
tiva aterkopplingar mellan dessa mekanismer (Gauthier et al., 2014). Samtliga dessa
mekanismer ar sarskilt relevanta under embryogenesen och kan dirmed bidra
till den interaktion mellan kritiska troskelvarden for kemisk aktivitet och PLI som
modellen identifierade for ReproIND-utfallet.

Modellen identifierade &ven bottendjup och salthalt vid provtagningsstationerna
som betydelsefulla determinanter for GES-utfall. Detta indikerar behov av att justera
GES-malvirden for djupare stationer samt att anpassa miljokvalitetsnormer (EQS) for
metaller i omraden med 14g salthalt for att bittre fAnga fororeningseffekter. Den héga
sannolikheten for icke-GES-forhallanden vid stationer djupare dn 75 m kan relateras
till rumslig variation i fororeningsférdelning, dar ackumulering av fororeningar
(andra 4n PAHer och metaller) 6kar med djup. Eftersom dessa féroreningar inte
inkluderades i berdkningarna av PLI och kemisk aktivitet omfattades deras effekter
inte av modellen. Det dr &ven mojligt att hydrografiska férhallanden eller andra
naturliga habitatkarakteristika i djupare omraden ar suboptimala fér vitmarlans
reproduktion. Om sa ir fallet bor bottendjup beaktas vid utformning av effektstudier
och 6vervakningsprogram.

Den praktiska implikationen av detta resultat ar att bakgrundsvarden for
embryonala missbildningar hos Monoporeia affinis bor justeras genom analys av
den langsiktiga variationen i embryonala missbildningar i 6vervakningsdata fran
dessa djupare omraden. Justerade bakgrundsvarden maojliggor i sin tur revidering
av GES-malvarden for ReproIND och 6kar formagan att uppticka féororenings-
inducerade missbildningar. Parallellt behover mer ekofysiologisk kunskap om
djuprelaterade effekter pa vitméirlans reproduktion samlas in for att klarldgga de
underliggande ekologiska drivkrafterna.

Salthalt identifierades dessutom som en betydelsefull modulerande faktor vid
stationer med forh6jd metallbelastning (PLI > 0,5). Stationer med salthalt under
6,5 hade en hogre sannolikhet att klassificeras som icke-GES, ett ménster som var
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sdrskilt tydligt i den nordligaste delen av studieomréadet (Bottniska viken) och i
Ostra Finska viken. Det dr valként att 1ag salthalt kan forstirka effekterna av metall-
fororening genom 6kad biotillginglighet, fordndrad metallkemi och 6kad fysiologisk
stress hos organismer (Acosta et al., 2011; Du Laing et al., 2008). Kust- och estuarina
ekosystem med 14g salthalt ar darfor sirskilt sarbara, i synnerhet i omraden med
stort sotvatteninflode eller dir klimatforandringar paverkar salthaltsregimerna (Leal
Filho et al., 2022). Mot denna bakgrund bor salthalt betraktas som en nyckelfaktor
vid beddmning av fororeningsrisker i Ostersjon, och giltigheten av tréskelvirdet 6,5
bor utvirderas vidare.

Slutligen Kklassificerades cirka 10 % av stationerna med l4g metallbelastning
(Metals-PLI < 0,2) som icke-GES. Det enda gemensamma draget for dessa stationer
var laga halter av metaller, inklusive sddana med hog specifik toxicitet (t.ex. As, Hg
och Cd). Detta indikerar att andra drivkrafter kan paverka GES-utfallen vid dessa
stationer. En ndrmare granskning visar att stationerna uteslutande ar beldgna
i Finska viken och att m&nga av dem ligger i hamnomraden. I de ursprungliga
studierna rapporterades forhdjda halter av butyltennféreningar samtidigt som
metallbelastningen var relativt 14g och i vissa fall férekom dven férhéjda PCB-halter
(Kolesova et al., 2024). Detta dr ocksa de stationer ddr PAHernas bidrag till den
totala kemiska aktiviteten ar som lagst, till f6ljd av hoga PCB-halter (Figur 2). Varken
butyltennféreningar eller PCBer inkluderades i beslutstradsanalysen pa grund av
begriansad datatillgadng eller hog andel varden under detektionsgrinsen i andra
bassinger. Dessa amnen kan dock fortfarande bidra till icke-GES-férhllanden vid
dessa stationer, dar de 1dga PLI-virdena snarare kan vara tillfalliga 4n representativa
for de faktiska drivkrafterna bakom de observerade effekterna. Ytterligare analyser
med mer heltickande kemiska data krévs for att klarligga dessa till synes mot-
stridiga resultat for omraden som klassificerats som icke-GES trots 1ag belastning
av metaller och PAHer.
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5. Slutsatser och

rekommendationer

5.1  Vidarcutveckling av ReproIND-

implementering och faststillande
av GES

De studier som genomforts inom detta projekt, med fokus pa bide enskilda foro-
reningar och sammansatta index (kemisk aktivitet fér hydrofoba organiska foro-
reningar och Pollution Load Index, PLI, for metaller), ger ett tydligt underlag for
att revidera ReproIND:s méalvarden s att de béttre aterspeglar verkliga miljoférhall-
anden. En sddan revidering forvintas stérka indikatorns férmaga att bedoma
effekter av fororeningsbelastning pa biologiska system. Nedan presenteras vira
rekommendationer fér denna vidareutveckling (Figur 11):

Infér djupspecifika GES-mdlviirden for ReproIND. Sammanstéll ReproIND-
data uppdelade efter bottendjup (> 75 m och <75 m) och berdkna 95-procentiga
konfidensintervall fér bade frekvensen av embryonala missbildningar i popula-
tionen och frekvensen av honor med embryonala missbildningar. De nya
malviardena bor inkluderas i HOLAS IV-bed6mningen for att mojliggéra mer
traffsdkra bedomningar av biologiska effekter med hénsyn till lokala djup-
forh&llanden.

Identifiera orsaker till icke-GES-forhdllanden som inte dir kopplade till PAH- och
metalltoxicitet i Finska viken. Genomfor icke-malriktade kemiska analyser vid
stationer med l1ag kemisk aktivitet och 1lagt PLI men som dndé& Klassificeras som
icke-GES, och komplettera dessa analyser med bioassays for att bekréfta bio-
logiska effekter.

Prioritera bedémning av stationer ddr Metals-PLI overstiger 0,5 och kemisk
aktivitet 6verstiger 0,00001. Dessa tva matt bor 6vervakas och hanteras gemen-
samt, eftersom kombinationen av féorh6jd metallbelastning och hydrofoba
organiska féroreningar avsevart 6kar sannolikheten foér icke-GES-utfall.

Beakta salthalt i beddmningen av fororeningsrisker. Integrera salthalt som en
central faktor vid utvirdering av metallféroreningar, sirskilt i kustndra och
estuarina omraden med lag salthalt dir metalltoxicitet kan forstirkas. Detta
inkluderar att se 6ver och vid behov justera miljokvalitetsnormer (EQS) for
metaller sa att de dr anpassade till 1ag-salthaltsmiljéer (< 6,5) i Ostersjon.

40



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7218
Kumulativa effekter: Inkludering av icke-kemiska stressorer i indikatorn ReprolND

Assumption: ’do%. BS Investigate causes of
deep habitats are = . toxicity (BTs?)
suboptimal for

%,

Monoporeia B
: Non-GES when CA >0.00001 Low salinity
B 100%

yes (way below narcosis) (<6.9)
| / exacerbates
— | yes metal toxicity.
ep / |
| Make metal
| Metal-PLI 0.2 — o  targels
Make ReprolND — yes conditional on
targets | cA>0.00001 | Sal.
conditional on () ¥ grrim
depth | Metal-pLI >o.5"—— yes

Non-GES: PLI >0.5 (intermediate metal contamination)
combined with low HOCs: mixture effects

Figur 12. Sammanfattning av centrala beslutspunkter identifierade av beslutstrddsmodellen
(Figur 9) fér beddmning av GES baserat pa ReprolND.

Figuren visar kritiska miljotrésklar, inklusive bottendjup, Metals-PLI och kemisk aktivitet,
som paverkar GES-klassificering. Rekommendationerna betonar vikten av att stratifiera
ReproIND-data efter djup, prioritera évervakning vid stationer med Metals-PLI > 0,5, hantera
samverkande effekter av metallférorening och HOCs vid hég kemisk aktivitet samt beakta
salthaltens betydelse for metalltoxicitet.

5.2 Koppling mellan kemiska och
biologiska indikatorer

Vara resultat visar tydliga samband mellan belastning och indikatorrespons for
ReproIND nér belastning representeras av kemisk aktivitet baserad pad PAH-halter
i sediment (Figurerna 9 och 10). Med utgangspunkt i dessa samband foreslas ett
angreppssitt for att integrera kemiska och biologiska indikatorer inom ramen for
Deskriptor 8 i MSFD for 6vervakning och beddmning av féroreningseffekter.

De tvé regressionerna mellan kemisk aktivitet och sedimentets organiska kolhalt
(TOC), som skiljer sig it i sina intercept (Figur 10), utgodr ett praktiskt ramverk for
screening av stationer med avseende pa potentiell féroreningspaverkan. Eftersom
regressionernas lutningar ir identiska ir interceptet den avgérande skiljelinjen, dir
det hogre interceptet representerar paverkade stationer (GES) och det lagre inter-
ceptet representerar opaverkade stationer (icke-GES).

Néar méatningar av hydrofoba organiska fororeningar och organiskt kol i sediment
genomfors inom féroreningsdvervakningen kan kemisk aktivitet berdknas, varefter
den resulterande datapunkten statistiskt kan utvirderas for att avgora vilken av
regressionslinjerna den med stdrst sannolikhet tillhor. De skattade konfidens-
intervallen for respektive regression gor det mojligt att bedoma sannolikheten for
att en given datapunkt dr associerad med GES- respektive icke-GES-forhallanden.
Denna utvirdering av fororeningsdata ger forvaltande myndigheter ett underlag
for att klassificera stationer utifran sannolikheten for biologiska effekter och for
att prioritera omraden for vidare undersokning eller atgird baserat pa evidens fran
klassificeringen.

For att sékerstélla relevansen och tillforlitligheten i de klassificeringar som
tas fram med denna metod kan biologisk effektbeddmning baserad pa ReproIND,
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liksom andra biologiska effektindikatorer, integreras som en valideringskomponent.
Detta kan genomforas pa foljande sitt:

¢ Korsvalidering med ReproIND-data
Efter att stationer har klassificerats som potentiellt padverkade eller opaverkade
baserat pa sambandet mellan kemisk aktivitet och TOC kan ReproIND-data
anvindas for att kKorsvalidera klassificeringen. Stationer som Kklassificeras som
péaverkade bor uppvisa motsvarande biologiska effekter, exempelvis reproduk-
tionsstorningar hos vitmaérla, vilket aterspeglas i ReproIND-virden. Omvint
bor stationer som klassificeras som opéverkade uppvisa begrédnsade eller inga
reproduktiva storningar.

« Forfining av Kklassificeringen
Om avvikelser identifieras, till exempel stationer som klassificeras som
opaverkade men samtidigt uppvisar tydliga biologiska effekter, kan detta
indikera att den regressionsbaserade klassificeringen behover justeras. Sddana
diskrepanser kan foranleda en féordjupad analys av féororeningssituationen
vid den aktuella stationen eller en vidareutveckling av regressionsmodellen,
exempelvis genom att inkludera ytterligare paverkansfaktorer som tidigare
inte beaktats.

o Aterkopplingsmekanism for modellforbittring
Integrering av ReproIND-data mojliggor en aterkopplingsprocess dar observa-
tioner av biologiska effekter kontinuerligt anvinds for att forbéttra regressions-
modellen. Over tid kan detta stirka modellens prediktiva formaga och géra den
mer kdnslig for ekologiskt relevanta variationer i kemisk aktivitet.

o Faststiillande av atgirdstrosklar
Genom att kombinera klassificeringen baserad pa kemisk aktivitet och TOC
med ReproIND-utfall kan mer precisa troskelvirden for forvaltningsatgarder
etableras. Om en viss nivi av kemisk aktivitet konsekvent samvarierar med
negativa ReproIND-utfall kan denna niva anvdndas som en utlésande faktor
for miljoatgérder.

Kemisk aktivitet som ett additivt matt forenklar processen for att faststélla regulat-
oriska gransvarden och for att bedéma miljokvalitet. Genom att inkludera ett
bredare spektrum av hydrofoba organiska féroreningar erhalls dessutom en mer
korrekt uppskattning av den samlade kemiska aktiviteten och den potentiella toxici-
teten. Anvindningen av detta enhetliga métt, i kombination med andra samman-
satta index for toxicitetspotential, ger tillsynsmyndigheter bittre férutsidttningar
att utvirdera kumulativa risker fran féroreningsblandningar och att faststélla
dndamaélsenliga sikerhetsnivéer. Genom att integrera regressionsmodellen for
kemisk aktivitet-TOC med biologiska bedomningar sdsom ReproIND sdkerstélls
att klassificeringen av fororeningspéverkan ar bade statistiskt robust och ekologiskt
meningsfull. Detta stirker kopplingen mellan kemisk belastning och biologisk
respons och stédjer habitatklassificeringssystem som kombinerar kemiska och bio-
logiska kriterier for mer traffsikra bedomningar av féroreningseffekter pé biota.
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87 Oppnadata

Ett integrerat dataset over fororeningsexponering, reproduktiv hilsa och milj6-
variabler i Ostersjon har gjorts dppet tillgdngligt inom ramen for INSERT-projektet.
Datasetet omfattar kemiska data, biologiska effektmatt (inklusive ReproIND) samt
tillhérande miljoparametrar och utgdr underlag for de analyser som presenteras
i denna rapport.

Datasetet dr publikt tillgdngligt via Zenodo: DOI: 10.5281/zenodo.17357254.
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Projekt INSERT: integrering av 6vervakningsdata, falt-
studier, experimentell forskning och indikatorutveckling

I projektet INSERT samarbetade experter inom ekotoxikologi, miljo-
kemi, ekologi och biokemi f6r att forbattra beddémningen av biologiska
effekter enligt havsmiljodirektivet (MSFD). Projektet inforlivade icke-
kemiska stressfaktorer och utnyttjade de senaste framstegen inom
beddmning av blandningstoxicitet och 6vervakning av féroreningar
i Ostersjon i syfte att atgirda brister i traditionella riskbeddmningar,
som forbiser kumulativa miljdeffekter. Den integrerade metoden stéder
pagaende revideringar av 6vervaknings- och bedomningsstrategier
for biologiska effekter. Projektresultaten kommuniceras till HELCOM
och nationella miljdmyndigheter for att frimja miljébedémning och
férvaltning av Ostersjon, bade nationellt och internationellt.

Projektet har finansierats med medel frin Naturvardsverkets miljo-
forskningsanslag som finansierar forskning till stéd fo6r Naturvards-
verkets och Havs- och vattenmyndighetens kunskapsbehov.
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och Vatten
myndigheten
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