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EN FENA PA ATT BESTAMMA ALENS URSPRUNG

Forord

Vattenkraften i Sverige ska omproévas och erhdlla moderna miljovillkor,
enligt den nationella provningsplanen. I omprévningen och
miljéanpassning av svensk vattenkraft dr det angeliget att fa mer
kunskap om den akut hotade alen.

I det har projektet har nya metoder for att ta reda pa alens ursprung undersokts,
dvs om det gar att anvanda icke-dodliga insamlingsmetoder som alens fenor
istallet for dess otoliter for att detektera den strontiummarkning som samtliga
smaalar bar pa som satts ut i Sverige sedan 2009.

Rapporten har tagits fram av Philip Jacobson, Yvette Heimbrand, Karin Limburg,
Josefin Sundin, SLU, inom Vattenkraftens miljéforskningsprogram som verkar for
att ta fram ett faktabaserat kunskapsunderlag infor beslut om miljéforbéttrande
atgirder i vattenkraften. Programmet koordineras av Energiforsk och finansieras
av Vattenfall Vattenkraft, Fortum, Sydkraft Hydropower, Statkraft Sverige,
Skellefted Kraft, Holmen Energi, Jamtkraft, Tekniska verken i Link&ping,
Malarenergi, Karlstads Energi och Jonk&ping Energi.

Projektet har foljts av programmets styrgrupp bestaende av Marco Blixt (Fortum),
Erik Sparrevik och Henrik Viklands (Vattenfall), Johan Tielman (Sydkraft
Hydropower), Susann Handler (Jamtkraft), Jakob Bergengren (Tekniska verken i
Linkoping), Angela Odelberg (Statkraft) och Sandra Astrom (Skelleftea kraft).

Bertil Wahlund, Energiforsk

Stockholm, mars 2023

Haér redovisas resultat och slutsatser fran ett projekt inom ett forskningsprogram
som drivs av Energiforsk. Det ar forfattarna som ansvarar {or innehallet.
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Sammanfattning

Samtliga dlar som sitts ut i svenska vatten dr sedan 2009 kemiskt markta
med strontium. For att detektera strontiummarkningen utférs kemisk
analys av alens otoliter (horselstenar), vilket kraver att dlen avlivas innan
en analys dr mo6jlig da otoliterna sitter i dlens huvud. Skulle det ga att
ersdtta otoliterna for att detektera strontiummarkningen med nagon
annan typ av vivnad som inte kraver att alen avlivas?

I detta pilotprojekt undersokte vi om det gar att detektera strontiummarkningen i
fenorna fran strontiummarkta smaalar. Vi preparerade och analyserade kemiska
sammansattningen i otoliter, brostfenor och stjartfenor fran 30 strontiummaérkta
smaalar. Strontiummarkningen detekterades for samtliga smaalar med deras
otoliter men vi kunde inte detektera strontiummarkningen fér nagon individ med
deras fenor.

For ett stort antal fiskarter har fenprover framgangsrikt anvénts for att analysera
skillnader i strontiumkoncentrationer for att kartlagga fiskens vandringar mellan
vattenforekomster. Vi kunde inte detektera strontiummarkningen i alens fenor
denna pilotstudie vilket kan bero pa strontium inte lagras in i alens fenor pa
samma sdtt som hos andra fiskar varfor deras fenor inte kan ersétta otoliter for att
detektera strontiummarkningen. Att vi inte kunde detektera strontiummarkningen
kan ocksa bero pa att vi anvande oss av for sma alar. For att sdkerstélla att alens
fenor inte kan ersdtta dess otoliter skulle ytterligare kemiska analyser behéva
utforas for att mojliggora en jamforelse av strontiumkoncentrationen i fenorna
mellan méarkta och omarkta alar av samma storlek och alder for att sakerstélla att
fenorna inte kan ersitta alens otoliter.

Att arbeta och forska for att utveckla icke-dodliga insamlingsmetoder for att
detektera strontiummarkningen hos utsatt al ar hogst dnskvart da alen klassas som
akut hotad dé dess populationsstorlek idag dr 1-5 % av vad den var under
perioden 1960-1979. Utveckling av icke-d6dliga insamlingsmetoder skulle
mojliggora nya typer av utvarderingsstudier géllande alutsattningar, exempelvis
genom att jamfdra vandringsbeteende mellan utsatt och naturligt rekryterad al
med exempelvis markningsstudier som i regel kraver att alens ursprung ar ként
innan markningen sker.

Nyckelord

Anguilla anguilla, Fenprov, Faltemissionsmikrosond, Icke-dodliga
insamlingsmetoder, Kemisk markning, microXRF, Otoliter, Utséttningar,
Strontium.
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Summary

Since 2009, all restocked eels released into Swedish waters have been
chemically tagged with strontium. The strontium tag can be detected by
chemically analysing their otoliths (ear stones) which requires that the
eel is killed since the otoliths are places within the eel's head. Would it
be possible to replace the otoliths with some other type of tissue to detect
the strontium tag that does not require killing the eel?

In this pilot study, we investigated whether it was possible to detect the strontium
tagging in the fins of strontium tagged eels. We prepared and analysed the
chemical composition of otoliths, pectoral and caudal fins from 30 small strontium-
tagged eels. The strontium tag was detected for all eels using their otoliths, but we
could not detect the strontium tag for any individual using their fins.

For a large number of fish species, fin samples have been successfully used to
analyse differences in strontium between individuals. We could not detect the
strontium tagging in the fins of the eels what was included in this pilot study,
which may be because strontium is not stored in the eel's fins in the same way as in
other fish and therefore, their fins cannot replace otoliths to detect the strontium
tag. In order not to guarantee that the eel's fin cannot replace their otoliths for
detecting the strontium tag, additional chemical analyses should be performed to
enable comparisons of the strontium concentration in the fins between tagged and
untagged eels of the same size and age to ensure that the fins cannot replace the
eel's otoliths.

Developing non-lethal sampling methods to detect the strontium tag in eels is
highly desirable as the European eel is currently classified as critically endangered
as its current population size is 1-5% of what it was during the time period 1960-
1979. The development of non-lethal sampling methods could also enable new
types of evaluation studies regarding restocking of eels, for example by comparing
migration behaviour between restocked and naturally recruited eels using tagging
studies which often require that the eel's origin is known prior to the tagging
event.
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1 Introduktion

Den Europeiska alen (Anguilla anguilla) dr klassad som akut hotad enligt
IUCN och dess totala populationsstorlek skattas idag till ca 1-5 % jamfort
med dess storlek under 1960-1979'. Orsakerna till denna nedgdng ar flera
men de primira anledningarna dr (och har under relativt lang tid varit)
ett hogt fisketryck, minskad tillganglighet till limpliga uppvaxthabitat
pa grund av vandringshinder i rinnande vatten, dédlighet associerad till
vattenkraftverk och klimatforandringarte! Bokmirket arinte definierat.

For att bromsa den negativa populationsutvecklingen f6r den europeiska alen
beslot EU-kommissionen att samtliga medlemslander skulle infora en nationell
alférvaltningsplan? med syftet att populationens storlek skulle aterhédmta sig till 40
% av vad den skulle ha varit utan antropogen paverkan. Efter detta togs det fram
en adaptiv nationell alférvaltningsplan som beskriver hur forvaltningsmalet om 40
% skulle uppnas i Sverige, vilken tradde i kraft 20093. En av de atgarder som ingéar
i den svenska alforvaltningsplanen ar utsittningar av smaalar (glasalar och smé
gulélar), med en definierad malsattning att 2,5 miljoner smaalar ska sdttas ut
arligen. Tidigare koptes utsattningsalarna in fran England men efter brexit-avtalet
har de istillet kopts in fran Frankrike. Alutsittningar kan dven ske av andra
aktorer och av andra orsaker &n for att uppfylla malen i alférvaltningsplanen. Till
exempel kan utsattning av &l ingd i vattenkraftverkens vattendomar, och/eller
sattas ut av fiskevardsforeningar.

For att kunna sérskilja l som kopts in och transporterats fran England och/eller
Frankrike och satts ut i svenska vatten fran naturligt rekryterad &l sa marks de alar
som ska sattas ut. Markningen gors kemiskt under den tid da alen halls i karantdn
vid Scandinavian Silver Eel (SSE), och gar att detektera i alens otoliter
(horselstenar), med en markningsframgang pa over 99 %*. Den kemiska
markningen startade i stor skala 2009 har sedan dess utforts for samtliga smaalar
som satts ut i Sverige (ca 30 miljoner individer under perioden 2009-2022). Alarna
marks kemiskt genom att strontiumklorid (SrCl2) tillsatts i vattnet vilka smaalarna
far simma i under ca 30 dagar. Darefter flyttas alarna till vatten utan
strontiumklorid dar de halls i karantédn i minst 40 dagar till innan utsattning. For al
som ska sattas ut i Sverige gors denna mérkning en gang medan alar som ska
sattas ut i Finland marks tva ganger med ca 30 dagars mellanrum for att
mojliggora sarskiljning av dessaFel! Bokmirket ir inte definierat. Den kemiska markningen
gar sedan att detektera i otoliterna dér ett band med kraftigt forhojd Sr-
koncentration tydligt framgar vid kemisk analys. Den kemiska sammansattningen
av alens otoliter kan analyseras med olika typer av instrument och metoder dar
laserablation induktivt kopplad plasmamasspektrometri (LA-ICP-MS),
mikrorontgenfluorescens (microXRF) och faltemissionsmikrosonder (FE-EPMA)

1 (ICES 2021)

2 (EG nr 1100/2007)

3 (Jordbruksverket 2008)

4 (Wickstrom & Sjoberg 2014)
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utrustad med kristallspektrometrar (WDS) och reflekterande elektrondetektorer
(BSE) frekvent anvantsFel! Bokmirket ir inte definierat. 5,6,7

Otoliter &r placerade i fiskens inre horsel- och balansorgan och for att provta dessa
krdvs det att fisken avlivas®. Under 2000-talet har forskning kring mojligheterna att
anvanda andra vavnader an otoliter for kemisk analys och &ldersbestamning av
fisk utvecklats med stor framgéang?1011.12. En typ av vdvnad som frekvent har
anvants for kemisk analys och aldersldsning av olika fiskarter framgangsrikt &r
tvarsnitt av fenstrélar frén fiskfenorFel! Bokmirket ar inte definierat. Fel! Bokmirket ir inte definierat.,Fel!
Bolkmirket dr inte definierat, 13,14, F§rdelen med att anvanda sig av ett fenprov &r att en del av
en fena kan samlas in direkt i falt utan att fisken behéver avlivas. Anvandande av
fenprov skulle darfor kunna reducera antalet individer som behdver avlivas for
forskningsdndamal och miljodvervakning, vilket ar speciellt onskvart for hotade
arter som samlas in med icke-dodande metoder sdsom elfiske och ryssjor (metoder
som ofta anvands for insamling av &l). Utover detta sa samlas dven fenprover in
fran flera olika fiskarter systematiskt for genetiska analyser!>16, prover som ocksa
potentiellt skulle kunna anvéndas for aldersbestamning och kemisk analys.

Syftet med denna pilotstudie var att undersdka om det gar att anvanda élens fenor
istallet for dess otoliter for att detektera den strontiummaérkning som samtliga
smaalar bar pa som satts ut i Sverige sedan 2009. Om alens fenor gar att anvanda
skulle fenprover kunna ersétta otoliter och minska méangden al som behdver
avlivas for forsknings- och miljodvervakningssyfte. Det skulle ocksa 6ppna upp
nya mojligheter gallande studier for att utvardera effekterna av alutsattningar,
exempelvis via markningsstudier som jamfor vandringsbeteendet for utsatt al mot
naturligt rekryterad al, vilket i regel kraver att alen lever och att ursprunget ar kant
innan markning.

5 (Limburg et al. 2011)

¢ (Heimbrand et al. 2020)
7 (Finnds et al. 2020)

8 (Campana 1999)

9 (Clarke et al. 2007)

10 (Murie et al. 2009)

11 (Tzadik et al. 2017)

12 (Avigliano et al. 2019)
13 (Hobbs et al. 2014)

14 (Rude et al. 2014)

15 (Wasko et al. 2003)

16 (Wennerstrom et al. 2013)



EN FENA PA ATT BESTAMMA ALENS URSPRUNG

2 Material och metoder

Otoliter och fenprover fran totalt 30 strontiummarkta smaalar
preparerades i laboratorium vid bade Sétvattens- och Kustlaboratoriet
vid institutionen for Akvatiska resurser, Sveriges lantbruksuniversitet,
SLU Aqua (Tabell 1).

Av de 30 alar som ingick i studien var 15 smaalar som koptes in fran SSE 2012 for
framtida kontroller av strontiummaérkning och som forvarats i frys pa
Sotvattenslaboratoriet sedan inkdpet. Fem av dessa individer var markta tva
ganger. Resterande 15 smaalar koptes in frdn SSE under 2022 for andra
forskningssyften och férvarades i etanol fran augusti 2022 fram till
prepareringstillfallet i slutet av november 2022. Samtliga alar méttes (mm) och
végdes (gram) innan deras otoliter och fenor samlades in (Tabell 1, Bilaga A, Fig.
Al).

Tabell 1. Individdata for de 30 strontiummarkta smaalar som ingick i pilotstudien. ID visar smaalarnas unika ID-
nummer.

ID Forvaring Langd  Vikt Otolit- Fenprov Fenprov Antal

(mm) (g) er stjartfena  brostfena  maérkn
-ingar

1 Frys sedan 97 1,31 1 Ja Ja 2
2012

2 Frys sedan 106 1,56 1 Ja Ja 2
2012

3 Frys sedan 115 2,18 1 Ja Ja 2
2012

4 Frys sedan 100 1,39 1 Ja Ja 2
2012

5 Frys sedan 81 0,73 1 Ja Ja 2
2012

6 Fryssedan 111 1,92 1 Ja Ja 1
2012

7 Frys sedan 106 1,50 1 Ja Ja 1
2012

8 Frys sedan 101 1,08 1 Ja Ja 1
2012

9 Frys sedan 104 1,39 1 Ja Ja 1
2012

10 Fryssedan 103 1,38 1 Ja Ja 1
2012

11  Fryssedan 100 1,29 1 Ja Ja 1
2012

12  Fryssedan 94 1,16 1 Ja Ja 1
2012

13  Fryssedan 92 1,08 1 Ja Ja 1
2012

14  Fryssedan 110 1,70 1 Ja Ja 1
2012
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Forvaring

Langd
(mm)

Vikt
(8)

Otolit-
er

Fenprov
stjartfena

Fenprov
bréstfena

Antal
markn
-ingar

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Frys sedan
2012

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

Etanol
sedan
augusti
2022

94

155

156

158

141

163

139

137

171

173

149

164

142

1,12

6,31

5,39

5,48

3,99

7,35

3,98

3,21

7,38

6,79

4,59

6,34

3,96

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

Ja

1
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ID Forvaring Langd Vikt Otolit- Fenprov Fenprov Antal
(mm) (g) er stjartfena  brostfena  markn
-ingar

28  Etanol 132 3,57 1 Ja Ja 1
sedan
augusti
2022

29  Etanol 158 5,08 1 Ja Ja 1
sedan
augusti
2022

30 Etanol 152 5,50 1 Ja Ja 1
sedan
augusti
2022

2.1 PREPARERING AV OTOLITER OCH FENPROV

2.1.1 Otoliter

Alarnas huvud skars upp med en skalpell och deras otoliter togs ut med hjilp utav
en pincett under lupp. En otolit per al placerades i ingjutningsformar av silikon
och gjots in i epoxy (Struers Epofix, Bilaga A) tillsammans med alens unika
individnummer (Tabell 1). Efter att epoxyn hardat vatslipades otoliten med
slippapper av olika kornstorlek tills att kdrnan exponerades. Darefter polerades
otoliten med poleringsmedel (Buehler’s MetaDi diamond polishing suspension 1
pm) for att fa en sldt exponeringsyta (Bilaga A, Fig. A2). De preparerade otoliterna
monterades sedan med dubbelhéftande tejp pa tackglas (28 x 48mm) (Bilaga A, Fig.
A2).

2.1.2 Fenor

Alarnas brostfenor klipptes sa nira basen som méjligt mot kroppen. En brostfena
anvandes fOr att gora tvérsnitt och den andra for att gora langsgéende snitt fran
fenans bas till dess spets (Fig. 1). Alarnas stjértfena klipptes av sa nira basen mot
kroppen som mojligt. For fyra individer (individ 25-29, Tabell 1) delades
stjartfenan pa mitten varav den ena halvan anvéndes for att gora ett tvérsnitt och
den andra for att gora langsgaende snitt fran bas till spets.

11
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— Langsgdende snitt Lingsgdende snitt  —
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Figur 1. Schematisk skiss som visar vilka vavnader fran de strontiummarkta alarna som ingick i studien. Streckade
linjer visar hur tvarsnitt och ldngsgaende snitt utfordes for brost- respektive stjartfena.

Tovdrsnitt av fenor

Alarnas stjartfenor monterades i epoxyblock pa rad med basen ned och spetsen
upp. Nar fenorna lagts pa rad gjots de in i blocket genom att ytterligare ett lager
epoxy tillsattes sa att det tackte fenorna helt. Efter att epoxyn hardat, monterades
epoxyblocket i en speciell sag (Struers Accutom-50), med vilken tvérsnitt av
fenorna (0,2 mm) frén spets till bas sdgades (Fig. 1, Bilaga A, Fig. A3). Varje rad
med tvérsnitt undersoktes sedan med mikroskop, och det tvarsnitt dér fenornas
fenstralar var mest exponerade for respektive individ och fentyp (brost- respektive
stjartfena) valdes ut for analys (Fig. 2B & Fig. 2C). Utvalda tvarsnitt skars sedan ut
frén raden med tvarsnitt med en uppvarmd skalpell och monterades med
dubbelhaftande tejp pa tackglas (28 x 48 mm) (Bilaga A, Fig. A3).

Lingsgdende snitt av fenor fran bas till spetts

For att preparera langsgdende snitt av brost- och stjartfenor anvandes samma typ
av metodik som for otoliterna, dvs. att enskilda fenor gjots in i epoxy i
ingjutningsformar, hardades och slipades ned. Det visade sig svart att montera
fenorna sa att det gick att slipa ett rakt langsgaende snitt fran bas till dess spets da
fenorna d@ndrade form och rérde péa sig under hardningstiden i epoxyn. Det gick
dock att exponera delar av fenornas fenstralar med hjélp av slipning med denna
metod (Fig. 2D och 2E). De preparerade langsgéende snitten av brost- och
stjartfenor monterades med dubbelhaftande tejp pa tdackglas (28 x 48 mm) (Bilaga
A, Fig. A3).

12 Energiforsk
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Figur 2. Fotografier som visar hur otoliter och fenor preparerades for att underscka om det gick att detektera
strontiummarkning i alars fenor. (A) monterad och slipad otolit med exponerad kérna, (B) tvarsnitt av en
stjartfena, (C) tvarsnitt av en brostfena, (D) langsgaende kort snitt av en brostfena vid dess bas, (E) langsgaende
snitt av en del av en stjartfena.

2.2 KEMISK ANALYS AV OTOLITER OCH FENPROV

Den kemiska analysen av otoliter och fenprover utféordes med en
faltemissionsmikrosond (FE-EMPA), utrustad med fyra kristallspektrometrar
(WDS) och sekundéra samt reflekterande elektrondetektorer (BSE), vid
Institutionen for Geovetenskaper pa Uppsala universitet. Denna
faltemissionsmikrosond skannar ytan pa preparaten och skapar tvadimensionella
mappingar som pavisar skillnader i den kemiska sammansattningen i otoliter och
fenprover tack vare BSE utrustningen (Fig. 3B). Det gar ocksa att utfora
linjeanalyser for att erhalla relativa fordndringar i koncentrationen av olika
grunddmnen pa provets yta langs med en bestamd linje (Fig. 3C) samt utfora spot-
analyser for att erhalla férdelningen av olika grundamnen (vikt %) i en och samma
punkt tack vare WDS utrustningen (Fig. 3D). Samtliga prover analyserades med
BSE och fotograferades (Bilaga B). For samtliga otoliter utfordes dven linjeanalyser
for att validera att markningsringen i otoliterna som identifierats med BSE
motsvarade strontiummaérkningen och for att sdkerstalla
faltemissionsmikrosondens funktion. For en otolit utférdes aven spot-analys for att
sakerstélla att &ven den analysmetoden fungerande. Spot-analysen utfoérdes i
otolitens kdrna, pa markningsringen och utanfér markningsringen. For en del av
fenproverna utfordes linje- och spot-analyser. Utover analysen med
faltemissionsmikrosonden skickades tva tackglas med prover (ett med otoliter och
ett med tvérsnitt av fenor) for analys med microXRF (Bruker M4 Tornado) pa

13 Energiforsk
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Institutionen for Geografi och Geologi vid Abo universitet for att jamfora
resultaten mellan de tva olika instrumenten.

Innan analysen med filtemissionsmikrosonden pa Uppsala universitet gick att
utfora behovdes proven kolbeldggas med ett tunt lager kol vilket gors med en
kolbeldggningsmaskin. De tvé kolbeldggningsmaskinerna som fanns pa plats vid
Uppsala universitet var trasiga varfor kolbeldggningen fick utforas vid
Naturhistoriska riksmuseet i Stockholm. Efter det att kolbeldggning var klar
testades proverna vid Uppsala universitet och det visade sig att kollagret var for
tunt for att analysera proverna i faltemissionsmikrosoden. Proverna
transporterades darfor ytterligare en gang till Naturhistoriska riksmuseet i
Stockholm for en ytterligare kolbeldggning. Efter den andra kolbeldggningen var
kollagret tillrackligt tjockt for de flesta av proverna och den stora majoriteten gick
att analysera med filtemissionsmikrosonden vid Uppsala universitet (Bilaga B). Pa
grund utav att kolbeldggning var for tunn forsenades analysen vid Uppsala
universitet med tre veckor. De kemiska analyserna utférdes vid Uppsala
universitet under 12-15 december 2022.

Kemiska analysen med microXRF som utfordes pa Institutionen f6r Geografi och
Geologi vid Abo universitet kraver ingen kolbeldggning infér analys och
instrumentet analyserar proverna automatiskt. Analysen genererar farg-kartor som
visar hur koncentration av olika grunddmnen varierar i de prover som analyseras.
En stark farg innebar en hog koncentration och en avsaknad av farg innebar en lag
koncentration av ett visst grunddmne och varje grunddmne har en egen unik farg.

14
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3  Resultat

3.1 DETEKTION AV STRONTIUMMARKNINGEN | ALARNAS OTOLITER

Resultaten fran de kemiska analyserna av smaalarnas otoliterna visade att de
individer som ingick i studien var strontiummarkta. For 26 av de 29 dlar som
analyserades med faltemissionsmikrosonden vid Uppsala universitet detekterades
den kemiska méarkningen i deras otoliter med hjdlp av BSE. For 21 av dessa
bekriftades att smaalarna var strontiummarkta da linjeanalyserna visade tydliga
toppar av strontium motsvarande méarkningen i otoliterna (Fig. 3, Tabell 2, Bilaga
B). For individ nummer 17 gick den ena otoliten sonder vid dissektion och den
andra hittades inte varfor ingen otolit frdn denna individ preparerades. For
otoliterna fran individ nummer 19, 20 och 21 var kolbeldggningen for tunn for att
faltemissionsmikrosonden skulle kunna detektera samt méta
strontiummarkningen varfor det inte gick att avgora om dessa alar var kemiskt
maérkta eller inte (Tabell 2, Bilaga B). For fyra otoliter (individ 15, 16, 22 och 24)
detekterades markningen med BSE men kollagret var for tunt for att kunna
bekréfta att ringen som tydligt detekterades med BSE aterspeglar en forhojd
strontiumkoncentration (dven om det ar hogst sannolikt att dessa smaalar var
maérkta med strontium) (Tabell 2, Bilaga B).

D s 4
| Kemisk markning f (Sp)ot Strontium:Kalcium

5 / ' kvot (Sr:Ca)
= Strontium
= ‘ Spot kirna 0,018
g
e
L 2 e VRt Spot
> ' M
£ Kalcum karantin 0,008
E Kemisk markning sotvatten

Linjetransekt fran start till slut (mm)| SPOt markning bigad

Figur 3. Exempeldata fran en otolit fran en strontiummarkt al (individ nummer 12, 94 mm, 1,16 g). (A) slipad och
preparerad alotolit fotograferad i mikroskop, (B) fotografi pa samma otolit tagen i en faltemissionsmikrosond
utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE) dar en forandring i otolitens farg motsvarar en forandring i
otolitens kemiska sammansattning, streckad pil visar var pa otoliten linjeanalysen utférdes och punkterna visar
var pa otoliten spot-analyser utférdes, (C) resultat av linjeanalys dar x-axeln &r avstand fran startpunkten och y-
axeln visar relativa koncentrationen av strontium (6vre panelen) och kalcium (nedre panelen) dar topparna i
strontium och sdnkorna i kalcium sammanfaller med den ljusgra ring som syns i bild (B). (D) kvoten av strontium
till kalcium i otoliten fér spot-analyserna i kdrnan, i sdtvatten och vid strontiummarkningen, dar en hog kvot
innebéar en hog koncentration av strontium.
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3.2 PREPARERING AV FENOR

For fenprov var preparering av tvarsnitt med sag for bade stjart- och brostfena den
prepareringsmetod som var mest effektiv i laboratoriet och som gav prover med
storst exponerad yta for kemisk analys (Fig. 2 & Fig. 4). Metoden var snabb
(snabbare an att preparera otoliter), enkel att upprepa och manga tvarsnitt kunde
monteras pa ett och samma téckglas jamfort med langsgaende snitt och otoliter
(Bilaga A), vilket gjorde preparering tidseffektiv. Att preparera langsgaende snitt
av fenorna visade sig vara svart da fenan inte lag kvar i sin position under tiden
epoxyn héardade vilket gjorde att endast en liten del av fenans fenstrélar
exponerades for kemisk analys efter slipning. Utover det tog prepareringen av
langsgaende snitt minst lika lang tid att utfora som prepareringen av otoliter.
Tvérsnitten av stjartfenorna hade mest exponerat material da fenstralarna var
storre i stjartfenan jaimfort med i brostfenan (jamfor ljusa omraden i Fig. 4B mot
Fig. 4D).

Figur 4. Exempelbilder pa preparerade fenor fran en alindivid (nummer 19, 141 mm, 3,99 g). (A) och (B) tvarsnitt
av stjartfena fotograferat i (A) mikroskop och (B) i en faltemissionsmikrosond med reflekterande
elektrondetektorer (BSE), (C) och (D) tvarsnitt av brostfena fotograferat i mikroskop (C) och (D) i en
faltemissionsmikrosond med reflekterande elektrondetektorer (BSE) och (E) och (F) langsgaende snitt av en
brostfena fotograferat i (E) mikroskop och (F) i en faltemissionsmikrosond med reflekterande elektrondetektorer
(BSE). Ljus férg i bilderna (B), (D) och (F) ar exponerat material i alens fenor som detekterats av
faltemissionsmikrosonden.
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3.3 INGEN DETEKTION AV STRONTIUMMARKNINGEN | ALENS FENOR

Det gick inte att detektera den kemiska markningen med strontium i fenproverna
for nagon av individerna visuellt med hjalp av BSE. I vissa fenprover fanns dock
en antydan till forandringar i fenstralarnas kemiska sammansattning, indikerat av
en fargskiftning i fenstralarna (Fig. 5).

Figur 5. Exempelbilder pa tvarsnitt av stjartfenor fran strontiummarkta smaalar fotograferade med en
faltemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE). En antydan till férandring i
fenstralens kemiska sammansattning gar att se i form av en fargskiftning i de ljusa omradena (fenstralarna),
markerat med orange cirklar. (A) individ nummer 8, (B) individ nummer 12, (C) individ nummer 13 och (D) individ
nummer 25.

Linjeanalyserna som utfdrdes pa tvarsnitt av stjartfenor fran individ 8, 12, 16 och
25 (de prover som visade en antydan till fargskiftning pa bilderna tagna med BSE)
visade inga tydliga toppar i strontium (Fig. 6, jamfor med Fig. 3C). For resterande
individer for vilka linjeanalys utférdes detekterades inte heller nagra toppar i den
relativa koncentrationen av strontium i deras fenor (Tabell 2).
Strontiummarkningen kunde inte heller detekteras i tvarsnitt av brostfenor och
inte heller i langsgaende snitt av stjart- eller brostfenor, med undantag for att det
eventuellt skulle kunna vara en topp i strontium i brostfenan fréan individ nummer
3 och individ nummer 19 (Fig. 7). Spot-analyserna som utférdes pa en del av
tvarsnitten visade pa stor variation i kalcium och liten variation i strontium i
smaalarnas fenstralar (Fig. 8, Tabell 3).
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Figur 6. Resultat av linjeanalyser utférda pa tvarsnitt av stjartfenor fran strontiummarkta smaalar (individ 8, 12,
13 och 25). Vanster panel: bilder pa tvarsnitten tagna i elektronmikroskop utrustat med reflekterande
elektrondetektorer (BSE) dar ljusa omraden &r fenstralar i stjartfenorna. Orangea pilar visar start och stop for
linjeanalyserna som utférdes pa respektive tvarsnitt. Hoger panel: relativa férandringen av strontium och
kalcium for respektive linjeanalys. X-axeln i samtliga grafer ar avstand fran startpunkten, vilken motsvarar bérjan

pa pilarna i vanster panel.

Tabell 2. Summering 6ver vilka otoliter och fenprov dar strontiummarkningen detekterades och med vilken typ
av analys. Detektion med BSE innebar att en forandring i provets kemiska struktur gick att se visuellt som en
tydlig ljus ring. Detektion med linjeanalys innebdr att den relativa férandringen av strontiumkoncentration i
provet visade pa tydliga toppar av strontium som var betydligt hogre dn den naturliga variationen i provets
relativa strontiumkoncentration. Detektion med spot-analys visar att kvoten strontium mot kalcium var betydligt
hogre i det omrade dar markningen detekterades visuellt i provet med BSE. Otoliter fran individ nummer 1-14
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och tvéarsnitt av stjartfena fran individ nummer 1-24 skickades fér analys med microXRF. Detektion med microXRF
innebar att en tydlig ring av stark intensiv farg motsvarande en forhojd strontiumkoncentration gick att se
visuellt i provet. ID visar smaalarnas unika ID-nummer.

ID  Detektion av strontiummarkning Detektion av strontiummarkning
i otolit och metod i fenprov och metod
1 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
2 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
3 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys,
microXRF)
4 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
5 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
6 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
7 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
8 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
9 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys,
microXRF)
10  Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys,
microXRF)
11  Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
12 Ja (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys,
microXRF) microXRF)
13 Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
14  Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF) Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys,
microXRF)
15  Ja (BSE) Nej (BSE, microXRF)
16  Ja (BSE) Nej (BSE, microXRF)
17  Ingen otolit Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
18  Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
19 Ingen analys, for tunn Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
kolbelaggning
20  Ingen analys, for tunn Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
kolbelaggning
21  Ingen analys, for tunn Nej (BSE, microXRF)
kolbelaggning
22 Ja(BSE) Nej (BSE, microXRF)
23 Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE, microXRF)
24 Ja (BSE) Nej (BSE, microXRF)
25  Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE, Linjeanalys)
26 Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE)
27  Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE)
28  Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE)
29  Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE)
30 Ja (BSE, Linjeanalys) Nej (BSE)
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Figur 7. Resultatet av linjeanalyser utférda pa tvarsnitt samt langsgaende snitt av brostfenor fran
strontiummarkta smaalar (individ 3, 17 och 19). Vanster panel: bilder pa tvarsnitten tagna med en
faltemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE) dér ljusa omraden ar fenstralarna i
brostfenan. Orangea pilar visar start och stop for linjeanalyserna som utférdes pa respektive tvarsnitt. Hoger
panel: relativa fordandringen av strontium och kalcium for respektive linjeanalys (for individ 19 visas dven relativa
koncentrationen fér mangan, magnesium och barium). X-axeln i samtliga grafer ar avstand fran startpunkten for
linjeanalysen vilken motsvarar borjan pa pilarna i vanster panel.
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Figur 8. Resultat fran spot-analys utforda pa tvarsnitt av stjartfenor fran fyra strontiummarkta smaalar (individ 9,

10, 12 och 20). Punkter i varje bild visar var spot-analysen utférdes och vikt % kalcium i fenstralen vid respektive
spot-analys (text i Gvre hogra hornet i respektive panel).
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Tabell 3. Resultat fran spot-analyser for vikt % av kalcium och strontium i fenprov fran strontiummarkta smaalar
utférda med en faltemissionsmikrosond vid Uppsala universitet. ID visar smaalarnas unika ID-nummer.

Spot-analys
ID  Typ avfenprov Spot Kalcium  Strontium  Sr:Ca
nummer (vikt %)  (vikt %) kvot

3 Tvarsnitt brostfena 3 27,10 0,220 0,008
9 Tvarsnitt stjartfena 9a 38,33 0,025 0,001
9 Tvarsnitt stjartfena 9b 24,50 0,024 0,001
9 Tvarsnitt stjartfena 9c 1,96 0,062 0,032
10 Tvarsnitt stjartfena 10a 30,18 0,283 0,009
10 Tvarsnitt stjartfena 10b 4,58 0,000 -

12 Tvarsnitt stjartfena 12a 28,85 0,021 0,001
12 Tvarsnitt stjartfena 12b 5,81 0,030 0,005
12 Tvarsnitt stjartfena 12c 4,00 0,000 -

12 Tvarsnitt stjartfena 12d 8,00 0,004 0,001
12 Tvarsnitt stjartfena 12e 6,58 0,067 0,010
14 Tvarsnitt stjartfena 14a 2,41 0,069 0,029
14 Tvdrsnitt stjartfena 14b 2,42 0,061 0,025
19 Langsgaende snitt 19 37,46 0,159 0,004

brostfena
20 Tvarsnitt stjartfena 20a 31,33 0,062 0,002
20  Tvarsnitt stjartfena 20b 24,16 0,063 0,003
29 Tvarsnitt stjartfena 29b 0,02 0,030 1,570
3.4 ANALYSRESULTAT FRAN microXRF

Analysresultaten fran microXRF-instrumentet bekraftade resultaten fran
faltemissionsmikrosonden; strontiummarkningen detekterades i otoliterna (Fig. 9)

men inte i fenorna (Fig. 10).
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Kalcium

SSEEL N:O 3
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Figur 9. Resultat frdn microXRF-analys dr ett tickglas med otoliter (individ 1-14) analyserades. Ovre panelen:
strontium-koncentrationerna i otoliterna fran individ 1-14, starkare gron farg visar hogre koncentration av
strontium. Mittenpanel: kalcium-koncentrationen i otoliterna fran individ 1-14, starkare rosa farg visar hogre
koncentration av kalcium. Nedre tva paneler: fotografi taget i mikroskop och strontium-koncentrationen i
otoliten fran individ 3, starkare gron farg visar hogre koncentration av strontium.
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Figur 10. Resultat fran microXRF-analys dar ett tackglas med tvarsnitt av stjartfenor fran strontiummarkta
smaélar (individ 1-24) analyserades. Ovre panelen: strontium (grén) och kalcium (rosa) koncentrationer, starkare
farg visar en hogre koncentration av respektive dmne. Orange cirkel ringar in tvdrsnittet av stjartfenan fran
individ 16. Mittenpanelen: tvarsnitt fran individ 16 for strontium (gron farg) och kalcium (rosa). Nedre vanster
bild: fotografi pa tvarsnittet av stjartfena fran individ 16, nedre hoger bild: samma tvarsnitt fotograferat i en
faltemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE).
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4 Diskussion

Den kemiska mirkningen med strontium detekterades med hog
framgdng i dlarnas otoliter men inte i deras fenor. Med
elektronmikroskopet vid Uppsala universitet, som dr utrustat med BSE,
gick det snabbt att visuellt detektera strontium-markningen i alens
otoliter, medan markningen inte gick att detektera visuellt i fenproverna.

Med linje- och spot-analyser detekterades markningen for de flesta av otoliterna,
dé tydliga toppar av hog koncentration av strontium detekterades i kombination
med sankt koncentration i kalcium. Linjeanalyserna av fenproverna samt analysen
av fenornas kemiska sammansattning med microXRF visar att prepareringen av
fenorna gick bra da bade faltemissionsmikrosonden och microXRF kunde méta
kalciumhalten i fenstralarna for bade stjartfenor och i brostfenor. Dock visade bade
linje- och spot-analyserna att kalciumhalterna i fenstralar varierade betydligt mer
dn i otoliterna, och i vissa prover var koncentrationerna mycket laga. Detta kan
antingen bero pa att kollagret var for tunt for att filtemissionsmikrosonden skulle
kunna analysera proverna eller att dlens fenstrélar har en betydligt mer heterogen
kalciumkoncentration dn otoliterna. Denna heterogena kalciumkoncentration kan
vara en anledning till att det inte gick att faststélla strontium-markningen i
fenorna.

Andra studier har med stor framgang kunna mata forandringar i strontium i
fenstralar hos andra fiskarter dn al pa ett tillforlitligt sitt, till exempel for arktisk
harr (Thymallus arcticus), maskalung (Esox masquinongy), stor (Acipenser oxyrinchus
desotoi), oring- och svartabborre (Micropterus salmoide och M. dolomieu), langnosad
bengddda (Lepisosteus osseus), karpartade fiskar (Ictiobus bubalus, I. cyprinellus, 1.
niger, Carpiodes carpio samt C. cyprinus), malartade fiskar (Genidens barbus samt
Ictalurus punctatus) och glasdgong0s (Sander vitreus)Fel Bolmirket ir inte definierat, Fel! Bokmirket
ar inte definierat. Fel! Bokmirket dr inte definierat., 17,18,19 Alens, och aven andra ﬁSkarS otoliter ar
harda biomineraler bestaende av framforallt kalciumkarbonat (aragonit)Fel! Bokmrket ar
inte definierat. medan alens fenstralar visade sig vara genomskinliga och mjuka med ett
varierat kalciuminnehall. Detta skulle kunna tyda pa att alens fenstralar inte véxer
pa samma sétt som dess otoliter och inte heller som fenstrélarna hos andra
ﬁSkarter som visar pé tydhga strukturerFel! Bokmirket ir inte definierat. Fel! Bokmirket ar inte
definierat, Felt Bokmérket dr inte definierat. (1tan att de padminner mer om mjuk broskvavnad. Ett
annat alternativ till varfor vi inte kunde detektera strontiummarkningen i
smaalarnas fenor pa samma satt som i deras otoliter skulle kunna vara att
strontiumet fordelas mer jamt i fenstralarna jamfort med i otoliten. Om sa ar fallet
skulle koncentrationen av strontium i fenstralarna vara hog for samtliga individer
som ingétt i denna studie, jamfort med &l som inte markts med strontium. For att
undersoka detta skulle referensvarden for strontiumkoncentrationerna i omérkta
alars fenor behdva tas fram och sedan jamforas med koncentrationerna hos markt
al, vilket krdver andra typer av analysmetoder som ger faktiska koncentrationer sa

17 (Willmes et al. 2016)
18 (Allen et al. 2018)
19 (Snyder et al. 2022)
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som laser (LA-ICP-MS) och fenprover fran markt och omaérkt &l av samma storlek
och alder. D4 endast smaalar ingick i denna studie skulle det eventuellt ocksa
kunna vara lampligare att analysera tvarsnitt av fenor fran storre och &ldre alar
som blivit kemiskt markta da deras fenstréalar eventuellt skulle kunna vara mer
utvecklade och benlika. Det vore ocksa onskvart att undersoka om det gar att
detektera strontiummarkning i fenorna fran farsk al for att sakerstalla att
strontiummarkningen i fenorna inte bryts ned under lang tid i frys (10 ar)
alternativt att deras fenor paverkas av forvaringen i etanol (alla prover som ingick i
denna studie hade antingen forvarats i frys eller etanol).

Prepareringen av alens fenor via tvarsnitt av stjart- och brostfenor med sag var
tidseffektivt och gick betydligt snabbare dn att preparera otoliter. Dessutom tog
tvarsnitten av fenorna mindre plats pa tiackglasen som de monteras pa, vilket &r
onskvart da det finns ett begrénsat antal tackglas som kan analyseras samtidigt (tre
stycken tdckglas gar att analysera samtidigt i faltemissionsmikrosonden vid
Uppsala universitet). Alarna som ingick i denna studie var sma (langder mellan 8-
17 cm) men det gick bra att preparera deras fenor. Detta ar alltsa en reproducerbar
prepareringsmetodik som skulle kunna effektivisera arbetet med preparering av
prover for att analysera om en &l ar naturligt rekryterad till svenska vatten eller
kommit till svenskt vatten via utsdttningar. Eftersom strontium-markningen inte
kunde utlésas i de prover som ingick i denna studie sa krdvs dock mer arbete
innan denna metod eventuellt kan tas i bruk for al.

Al mirks inte enbart med strontium, bade barium och Alizarin-rott har testats.
Alizarin-rott ar ett fluorescerande fargamnen som binder till kalcium och olika
karbonater, som har anvénts for markning av fisk i mer an 30 ar2021. Alizarin har
anvants for att mérka al i bade liten och stor skalaFel! Bokmiirket ér inte definierat. 22 och har
detekterats i smééalars fenor med hog detektionsframgang?. Varfor markning med
Alizarin gar att detektera i smaalars fenor men inte méarkning med strontium
skulle kunna bero pa att Alizarin binder direkt till kalciumet som fenstralarna
innehaller medan strontiumet behover lagras in i fenstralarnas struktur nar
fenorna vaxer (vilket sker i otoliten via biomineralisering nar en individ vaxerFe!

Bokmiirket ir inte definierat.,24).

2 (Tsukamoto et al. 1989)
21 (Beckman et al. 1996)
2 (Caraguel et al. 2015)

2 (Gaillard et al. 2022)

24 (Hiissy et al. 2021)
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5 Slutsats

Det gick inte att detektera strontiummarkningen i stjart- eller brostfena
fran strontiummarkta dlar med fédltemissionsmikrosond utrustad med
BSE och WDS. Att preparera och saga tvdrsnitt av alens fenor var
ddremot en snabb och reproducerbar prepareringsmetod, och om
strontiummarkningen hade kunnat detekteras hade metoden varit
snabbare och mer effektiv jimfort med prepareringen av otoliter.

I studien ingick smaalar som forvarats i frys sedan 2012 samt sméaalar som
forvarats i etanol i ca 4 ménader innan prepareringstillfallet. Detta hade alltsa
ingen effekt pa detekteringen av strontium i otoliterna, men skulle kunna ha haft
en effekt pa detekteringen i fenorna. For att ytterligare undersoka om
strontiummarkning gar att detektera i alens fenor skulle darfor fenor och otoliter
frén farska alar (bade markta och omérkta) behova prepareras och analyseras med
forslagsvis laser (LA-ICP-MS), for att sékerstalla att nedfrysning alternativ
forvaring i etanol inte paverkar den kemiska sammansattningen av alens fenor
samt fOr att kunna jamfora faktiska koncentrationer i alens fenor mellan markta
och omarkta individer. I tilligg behover fenor fran storre dlar undersokas, eftersom
all &l som ingick i denna studie var sma-al.
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Bilaga A: Bilder pa preparering av otoliter och
fenor fran smaalar

Bilder pa prepareringen av otoliter och fenor fran de kemiskt mérkta smaalarna
som ingick i pilotstudien. Preparering utférdes i laboratorium vid Sotvattens- och

Kustlaboratoriet, tillhdrande institutionen for akvatiska resurser, Sveriges
lantbruksuniversitet (SLU Aqua).

Figur A 1. Bilder som visar (A) matning och vagning av de smaalar som ingick i pilotstudien och (B) végning av
individ nummer 14.

Figur A 2. Bilder pa preparering av alototliter dar (A) visar dissektionen av en &l for att plocka ut dess otoliter, (B)
visar ingjutningsformen i silikon i vilken en otolit per al tillsammans med en lapp med ett unika ID-nummer
placerades i varje brunn, (C) visar hur ingjutningen med epoxy gar till med hjalp utav ingjutningsformen, (D) visar
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hardade men oslipade epoxyingjutna otoliter, (E) visar hur en otolit vatslipas ned till sin kirna med en speciell
slipmaskin och (F) visar hur de slipade och polerade otoliterna monetrades med dubbelhaftande tejp pa ett
tackglas.

Figur A 3. Bilder pa preparering av fenor fran smaal dar (A) och (B) visar den sag som anvandes for att saga tunna
tvarsnitt (Accutom-50), (C) visar hur tre sagade rader med tvarsnitt ser ut och epoxyblocket som monteras i
sagen, (D) och (E) visar hu enskilda tvarsnitt skars ut fran raden med tvarsnitt med hjélp utav en uppvarmd
skalpell och (F) visar hu tvérsnitten monterades med dubbelhaftande tejp pa ett tackglas. Markning skrevs pa
baksidan av tackglaset med markeringspenna for respektive tvarsnitt.
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Bilaga B: Resultat fran BSE och linjeanalyser av
otoliter och fenprov

Bild (BSE) pa varje analyserad otolit (individ 1-30, for individ 16 togs ingen bild
och for individ 17 analyserades ingen otolit) dér pilen visar start och stop for
linjeanalysen samt resultaten fran linjeanalysen dér blaa stjarnor indikerar
topparna i strontium fran den kemiska markningen. X-axeln &r avstandet fran start
till slut for varje linjeanalys.
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Bilder pa tvarsnitt av stjart- och brostfenor fran de strontiummaérkta smaalarna
som ingick i pilot studien tagna med mikroskop och med en
faltemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE).
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Individ 4
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Det hir pilotprojektet har utvirderat mojligheterna att ersitta otoliter med
fenprov for att detektera den strontiummirkning som samtliga &lar som satts
ut i Sverige bar pa sedan 2009. For att samla in otoliter behéver alen avlivas
vilket inte krivs fér att ta fenprov, vilket skulle kunna minska méngden &l som
behdover avlivas i forsknings- och miljéévervakningssyfte.

Otoliter och fenor frén 30 strontiummairkta smaalar preparerades i laborato-
rium och dess kemiska sammansittning analyserades med en filtemissions-
mikrosond samt med mikroréntgenfluorescens (microXRF). Strontiummark-
ningen detekterades for samtliga individer med deras otoliter, men kunde inte
detekteras f6r ndgon individ med deras fenor. Ytterligare analyser dér den fak-
tiska strontiumkoncentrationen i fenorna fran mirkt och omarkt &l analyseras
och jamfors skulle behévas fér att sikerstilla att fenor inte kan ersétta otoliter
for att detektera strontiummarkningen hos al.

Ett nytt steg i energiforskningen

Energiforsk dr en forsknings- och kunskapsorganisation som samlar stora delar av svensk
forskning och utveckling om energi. Mélet ir att Ska effektivitet och nyttiggérande av resultat
infér framtida utmaningar inom energiomradet. Vi verkar inom ett antal forskningsomraden,
och tar fram kunskap om resurseffektiv energi i ett helhetsperspektiv - fran killan, via
omvandling och éverféring till anvindning av energin. www.energiforsk.se

Energiforsk
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	For a large number of fish species, fin samples have been successfully used to analyse differences in strontium between individuals. We could not detect the strontium tagging in the fins of the eels what was included in this pilot study, which may be because strontium is not stored in the eel's fins in the same way as in other fish and therefore, their fins cannot replace otoliths to detect the strontium tag. In order not to guarantee that the eel's fin cannot replace their otoliths for detecting the strontium tag, additional chemical analyses should be performed to enable comparisons of the strontium concentration in the fins between tagged and untagged eels of the same size and age to ensure that the fins cannot replace the eel's otoliths.
	Developing non-lethal sampling methods to detect the strontium tag in eels is highly desirable as the European eel is currently classified as critically endangered as its current population size is 1-5% of what it was during the time period 1960-1979. The development of non-lethal sampling methods could also enable new types of evaluation studies regarding restocking of eels, for example by comparing migration behaviour between restocked and naturally recruited eels using tagging studies which often require that the eel's origin is known prior to the tagging event. 
	Innehåll
	1 Introduktion 7
	2 Material och metoder 9
	2.1 Preparering av otoliter och fenprov 11
	2.1.1 Otoliter 11
	2.1.2 Fenor  11
	2.2 Kemisk analys av otoliter och fenprov 13
	3 Resultat 15
	3.1 Detektion av strontiummärkningen i ålarnas otoliter 15
	3.2 Preparering av fenor 16
	3.3 Ingen detektion av strontiummärkningen i ålens fenor 17
	3.4 ANalysresultat från microXRF 22
	4 Diskussion 25
	5 Slutsats 27
	6 Referenslista 28
	Bilaga A: Bilder på preparering av otoliter och fenor från småålar 30
	Bilaga B: Resultat från BSE och linjeanalyser av otoliter och fenprov 32
	1 Introduktion
	Den Europeiska ålen (Anguilla anguilla) är klassad som akut hotad enligt IUCN och dess totala populationsstorlek skattas idag till ca 1-5 % jämfört med dess storlek under 1960-1979. Orsakerna till denna nedgång är flera men de primära anledningarna är (och har under relativt lång tid varit) ett högt fisketryck, minskad tillgänglighet till lämpliga uppväxthabitat på grund av vandringshinder i rinnande vatten, dödlighet associerad till vattenkraftverk och klimatförändringar1.
	För att bromsa den negativa populationsutvecklingen för den europeiska ålen beslöt EU-kommissionen att samtliga medlemsländer skulle införa en nationell ålförvaltningsplan med syftet att populationens storlek skulle återhämta sig till 40 % av vad den skulle ha varit utan antropogen påverkan. Efter detta togs det fram en adaptiv nationell ålförvaltningsplan som beskriver hur förvaltningsmålet om 40 % skulle uppnås i Sverige, vilken trädde i kraft 2009. En av de åtgärder som ingår i den svenska ålförvaltningsplanen är utsättningar av småålar (glasålar och små gulålar), med en definierad målsättning att 2,5 miljoner småålar ska sättas ut årligen. Tidigare köptes utsättningsålarna in från England men efter brexit-avtalet har de istället köpts in från Frankrike. Ålutsättningar kan även ske av andra aktörer och av andra orsaker än för att uppfylla målen i ålförvaltningsplanen. Till exempel kan utsättning av ål ingå i vattenkraftverkens vattendomar, och/eller sättas ut av fiskevårdsföreningar.
	För att kunna särskilja ål som köpts in och transporterats från England och/eller Frankrike och satts ut i svenska vatten från naturligt rekryterad ål så märks de ålar som ska sättas ut. Märkningen görs kemiskt under den tid då ålen hålls i karantän vid Scandinavian Silver Eel (SSE), och går att detektera i ålens otoliter (hörselstenar), med en märkningsframgång på över 99 %. Den kemiska märkningen startade i stor skala 2009 har sedan dess utförts för samtliga småålar som satts ut i Sverige (ca 30 miljoner individer under perioden 2009-2022). Ålarna märks kemiskt genom att strontiumklorid (SrCl2) tillsätts i vattnet vilka småålarna får simma i under ca 30 dagar. Därefter flyttas ålarna till vatten utan strontiumklorid där de hålls i karantän i minst 40 dagar till innan utsättning. För ål som ska sättas ut i Sverige görs denna märkning en gång medan ålar som ska sättas ut i Finland märks två gånger med ca 30 dagars mellanrum för att möjliggöra särskiljning av dessa4. Den kemiska märkningen går sedan att detektera i otoliterna där ett band med kraftigt förhöjd Sr-koncentration tydligt framgår vid kemisk analys. Den kemiska sammansättningen av ålens otoliter kan analyseras med olika typer av instrument och metoder där laserablation induktivt kopplad plasmamasspektrometri (LA-ICP-MS), mikroröntgenfluorescens (microXRF) och fältemissionsmikrosonder (FE-EPMA) utrustad med kristallspektrometrar (WDS) och reflekterande elektrondetektorer (BSE) frekvent använts4,,,.
	Otoliter är placerade i fiskens inre hörsel- och balansorgan och för att provta dessa krävs det att fisken avlivas. Under 2000-talet har forskning kring möjligheterna att använda andra vävnader än otoliter för kemisk analys och åldersbestämning av fisk utvecklats med stor framgång,,,. En typ av vävnad som frekvent har använts för kemisk analys och åldersläsning av olika fiskarter framgångsrikt är tvärsnitt av fenstrålar från fiskfenor9,11,12,,. Fördelen med att använda sig av ett fenprov är att en del av en fena kan samlas in direkt i fält utan att fisken behöver avlivas. Användande av fenprov skulle därför kunna reducera antalet individer som behöver avlivas för forskningsändamål och miljöövervakning, vilket är speciellt önskvärt för hotade arter som samlas in med icke-dödande metoder såsom elfiske och ryssjor (metoder som ofta används för insamling av ål). Utöver detta så samlas även fenprover in från flera olika fiskarter systematiskt för genetiska analyser,, prover som också potentiellt skulle kunna användas för åldersbestämning och kemisk analys.
	Syftet med denna pilotstudie var att undersöka om det går att använda ålens fenor istället för dess otoliter för att detektera den strontiummärkning som samtliga småålar bär på som satts ut i Sverige sedan 2009. Om ålens fenor går att använda skulle fenprover kunna ersätta otoliter och minska mängden ål som behöver avlivas för forsknings- och miljöövervakningssyfte. Det skulle också öppna upp nya möjligheter gällande studier för att utvärdera effekterna av ålutsättningar, exempelvis via märkningsstudier som jämför vandringsbeteendet för utsatt ål mot naturligt rekryterad ål, vilket i regel kräver att ålen lever och att ursprunget är känt innan märkning.
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	2.2 Kemisk analys av otoliter och fenprov

	Otoliter och fenprover från totalt 30 strontiummärkta småålar preparerades i laboratorium vid både Sötvattens- och Kustlaboratoriet vid institutionen för Akvatiska resurser, Sveriges lantbruksuniversitet, SLU Aqua (Tabell 1).
	Av de 30 ålar som ingick i studien var 15 småålar som köptes in från SSE 2012 för framtida kontroller av strontiummärkning och som förvarats i frys på Sötvattenslaboratoriet sedan inköpet. Fem av dessa individer var märkta två gånger. Resterande 15 småålar köptes in från SSE under 2022 för andra forskningssyften och förvarades i etanol från augusti 2022 fram till prepareringstillfället i slutet av november 2022. Samtliga ålar mättes (mm) och vägdes (gram) innan deras otoliter och fenor samlades in (Tabell 1, Bilaga A, Fig. A1). 
	Tabell 1. Individdata för de 30 strontiummärkta småålar som ingick i pilotstudien. ID visar småålarnas unika ID-nummer.
	Antal märkn-ingar
	Fenprov bröstfena
	Fenprov stjärtfena
	Otolit-er
	Vikt (g)
	Längd (mm)
	Förvaring
	ID
	2
	Ja
	Ja
	1
	1,31
	97
	Frys sedan 2012
	1
	2
	Ja
	Ja
	1
	1,56
	106
	Frys sedan 2012
	2
	2
	Ja
	Ja
	1
	2,18
	115
	Frys sedan 2012
	3
	2
	Ja
	Ja
	1
	1,39
	100
	Frys sedan 2012
	4
	2
	Ja
	Ja
	1
	0,73
	81
	Frys sedan 2012
	5
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,92
	111
	Frys sedan 2012
	6
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,50
	106
	Frys sedan 2012
	7
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,08
	101
	Frys sedan 2012
	8
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,39
	104
	Frys sedan 2012
	9
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,38
	103
	Frys sedan 2012
	10
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,29
	100
	Frys sedan 2012
	11
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,16
	94
	Frys sedan 2012
	12
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,08
	92
	Frys sedan 2012
	13
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,70
	110
	Frys sedan 2012
	14
	1
	Ja
	Ja
	1
	1,12
	94
	Frys sedan 2012
	15
	1
	Ja
	Ja
	1
	6,31
	155
	Etanol sedan augusti 2022
	16
	1
	Ja
	Ja
	0
	5,39
	156
	Etanol sedan augusti 2022
	17
	1
	Ja
	Ja
	1
	5,48
	158
	Etanol sedan augusti 2022
	18
	1
	Ja
	Ja
	1
	3,99
	141
	Etanol sedan augusti 2022
	19
	1
	Ja
	Ja
	1
	7,35
	163
	Etanol sedan augusti 2022
	20
	1
	Ja
	Ja
	1
	3,98
	139
	Etanol sedan augusti 2022
	21
	1
	Ja
	Ja
	1
	3,21
	137
	Etanol sedan augusti 2022
	22
	1
	Ja
	Ja
	1
	7,38
	171
	Etanol sedan augusti 2022
	23
	1
	Ja
	Ja
	1
	6,79
	173
	Etanol sedan augusti 2022
	24
	1
	Ja
	Ja
	1
	4,59
	149
	Etanol sedan augusti 2022
	25
	1
	Ja
	Ja
	1
	6,34
	164
	Etanol sedan augusti 2022
	26
	1
	Ja
	Ja
	1
	3,96
	142
	Etanol sedan augusti 2022
	27
	1
	Ja
	Ja
	1
	3,57
	132
	Etanol sedan augusti 2022
	28
	1
	Ja
	Ja
	1
	5,08
	158
	Etanol sedan augusti 2022
	29
	1
	Ja
	Ja
	1
	5,50
	152
	Etanol sedan augusti 2022
	30
	Ålarnas huvud skars upp med en skalpell och deras otoliter togs ut med hjälp utav en pincett under lupp. En otolit per ål placerades i ingjutningsformar av silikon och gjöts in i epoxy (Struers Epofix, Bilaga A) tillsammans med ålens unika individnummer (Tabell 1). Efter att epoxyn härdat våtslipades otoliten med slippapper av olika kornstorlek tills att kärnan exponerades. Därefter polerades otoliten med poleringsmedel (Buehler’s MetaDi diamond polishing suspension 1 µm) för att få en slät exponeringsyta (Bilaga A, Fig. A2). De preparerade otoliterna monterades sedan med dubbelhäftande tejp på täckglas (28 x 48mm) (Bilaga A, Fig. A2).
	Ålarnas bröstfenor klipptes så nära basen som möjligt mot kroppen. En bröstfena användes för att göra tvärsnitt och den andra för att göra längsgående snitt från fenans bas till dess spets (Fig. 1). Ålarnas stjärtfena klipptes av så nära basen mot kroppen som möjligt. För fyra individer (individ 25-29, Tabell 1) delades stjärtfenan på mitten varav den ena halvan användes för att göra ett tvärsnitt och den andra för att göra längsgående snitt från bas till spets.
	/
	Figur 1. Schematisk skiss som visar vilka vävnader från de strontiummärkta ålarna som ingick i studien. Streckade linjer visar hur tvärsnitt och längsgående snitt utfördes för bröst- respektive stjärtfena.
	Ålarnas stjärtfenor monterades i epoxyblock på rad med basen ned och spetsen upp. När fenorna lagts på rad gjöts de in i blocket genom att ytterligare ett lager epoxy tillsattes så att det täckte fenorna helt. Efter att epoxyn härdat, monterades epoxyblocket i en speciell såg (Struers Accutom-50), med vilken tvärsnitt av fenorna (0,2 mm) från spets till bas sågades (Fig. 1, Bilaga A, Fig. A3). Varje rad med tvärsnitt undersöktes sedan med mikroskop, och det tvärsnitt där fenornas fenstrålar var mest exponerade för respektive individ och fentyp (bröst- respektive stjärtfena) valdes ut för analys (Fig. 2B & Fig. 2C). Utvalda tvärsnitt skars sedan ut från raden med tvärsnitt med en uppvärmd skalpell och monterades med dubbelhäftande tejp på täckglas (28 x 48 mm) (Bilaga A, Fig. A3).
	För att preparera långsgående snitt av bröst- och stjärtfenor användes samma typ av metodik som för otoliterna, dvs. att enskilda fenor gjöts in i epoxy i ingjutningsformar, härdades och slipades ned. Det visade sig svårt att montera fenorna så att det gick att slipa ett rakt längsgående snitt från bas till dess spets då fenorna ändrade form och rörde på sig under härdningstiden i epoxyn. Det gick dock att exponera delar av fenornas fenstrålar med hjälp av slipning med denna metod (Fig. 2D och 2E). De preparerade långsgående snitten av bröst- och stjärtfenor monterades med dubbelhäftande tejp på täckglas (28 x 48 mm) (Bilaga A, Fig. A3).
	/
	Figur 2. Fotografier som visar hur otoliter och fenor preparerades för att undersöka om det gick att detektera strontiummärkning i ålars fenor. (A) monterad och slipad otolit med exponerad kärna, (B) tvärsnitt av en stjärtfena, (C) tvärsnitt av en bröstfena, (D) längsgående kort snitt av en bröstfena vid dess bas, (E) längsgående snitt av en del av en stjärtfena.
	Den kemiska analysen av otoliter och fenprover utfördes med en fältemissionsmikrosond (FE-EMPA), utrustad med fyra kristallspektrometrar (WDS) och sekundära samt reflekterande elektrondetektorer (BSE), vid Institutionen för Geovetenskaper på Uppsala universitet. Denna fältemissionsmikrosond skannar ytan på preparaten och skapar tvådimensionella mappingar som påvisar skillnader i den kemiska sammansättningen i otoliter och fenprover tack vare BSE utrustningen (Fig. 3B). Det går också att utföra linjeanalyser för att erhålla relativa förändringar i koncentrationen av olika grundämnen på provets yta längs med en bestämd linje (Fig. 3C) samt utföra spot-analyser för att erhålla fördelningen av olika grundämnen (vikt %) i en och samma punkt tack vare WDS utrustningen (Fig. 3D). Samtliga prover analyserades med BSE och fotograferades (Bilaga B). För samtliga otoliter utfördes även linjeanalyser för att validera att märkningsringen i otoliterna som identifierats med BSE motsvarade strontiummärkningen och för att säkerställa fältemissionsmikrosondens funktion. För en otolit utfördes även spot-analys för att säkerställa att även den analysmetoden fungerande. Spot-analysen utfördes i otolitens kärna, på märkningsringen och utanför märkningsringen. För en del av fenproverna utfördes linje- och spot-analyser. Utöver analysen med fältemissionsmikrosonden skickades två täckglas med prover (ett med otoliter och ett med tvärsnitt av fenor) för analys med microXRF (Bruker M4 Tornado) på Institutionen för Geografi och Geologi vid Åbo universitet för att jämföra resultaten mellan de två olika instrumenten.
	Innan analysen med fältemissionsmikrosonden på Uppsala universitet gick att utföra behövdes proven kolbeläggas med ett tunt lager kol vilket görs med en kolbeläggningsmaskin. De två kolbeläggningsmaskinerna som fanns på plats vid Uppsala universitet var trasiga varför kolbeläggningen fick utföras vid Naturhistoriska riksmuseet i Stockholm. Efter det att kolbeläggning var klar testades proverna vid Uppsala universitet och det visade sig att kollagret var för tunt för att analysera proverna i fältemissionsmikrosoden. Proverna transporterades därför ytterligare en gång till Naturhistoriska riksmuseet i Stockholm för en ytterligare kolbeläggning. Efter den andra kolbeläggningen var kollagret tillräckligt tjockt för de flesta av proverna och den stora majoriteten gick att analysera med fältemissionsmikrosonden vid Uppsala universitet (Bilaga B). På grund utav att kolbeläggning var för tunn försenades analysen vid Uppsala universitet med tre veckor. De kemiska analyserna utfördes vid Uppsala universitet under 12-15 december 2022. 
	Kemiska analysen med microXRF som utfördes på Institutionen för Geografi och Geologi vid Åbo universitet kräver ingen kolbeläggning inför analys och instrumentet analyserar proverna automatiskt. Analysen genererar färg-kartor som visar hur koncentration av olika grundämnen varierar i de prover som analyseras. En stark färg innebär en hög koncentration och en avsaknad av färg innebär en låg koncentration av ett visst grundämne och varje grundämne har en egen unik färg.
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	Resultaten från de kemiska analyserna av småålarnas otoliterna visade att de individer som ingick i studien var strontiummärkta. För 26 av de 29 ålar som analyserades med fältemissionsmikrosonden vid Uppsala universitet detekterades den kemiska märkningen i deras otoliter med hjälp av BSE. För 21 av dessa bekräftades att småålarna var strontiummärkta då linjeanalyserna visade tydliga toppar av strontium motsvarande märkningen i otoliterna (Fig. 3, Tabell 2, Bilaga B). För individ nummer 17 gick den ena otoliten sönder vid dissektion och den andra hittades inte varför ingen otolit från denna individ preparerades. För otoliterna från individ nummer 19, 20 och 21 var kolbeläggningen för tunn för att fältemissionsmikrosonden skulle kunna detektera samt mäta strontiummärkningen varför det inte gick att avgöra om dessa ålar var kemiskt märkta eller inte (Tabell 2, Bilaga B). För fyra otoliter (individ 15, 16, 22 och 24) detekterades märkningen med BSE men kollagret var för tunt för att kunna bekräfta att ringen som tydligt detekterades med BSE återspeglar en förhöjd strontiumkoncentration (även om det är högst sannolikt att dessa småålar var märkta med strontium) (Tabell 2, Bilaga B).
	/
	Figur 3. Exempeldata från en otolit från en strontiummärkt ål (individ nummer 12, 94 mm, 1,16 g). (A) slipad och preparerad ålotolit fotograferad i mikroskop, (B) fotografi på samma otolit tagen i en fältemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE) där en förändring i otolitens färg motsvarar en förändring i otolitens kemiska sammansättning, streckad pil visar var på otoliten linjeanalysen utfördes och punkterna visar var på otoliten spot-analyser utfördes, (C) resultat av linjeanalys där x-axeln är avstånd från startpunkten och y-axeln visar relativa koncentrationen av strontium (övre panelen) och kalcium (nedre panelen) där topparna i strontium och sänkorna i kalcium sammanfaller med den ljusgrå ring som syns i bild (B). (D) kvoten av strontium till kalcium i otoliten för spot-analyserna i kärnan, i sötvatten och vid strontiummärkningen, där en hög kvot innebär en hög koncentration av strontium.
	För fenprov var preparering av tvärsnitt med såg för både stjärt- och bröstfena den prepareringsmetod som var mest effektiv i laboratoriet och som gav prover med störst exponerad yta för kemisk analys (Fig. 2 & Fig. 4). Metoden var snabb (snabbare än att preparera otoliter), enkel att upprepa och många tvärsnitt kunde monteras på ett och samma täckglas jämfört med längsgående snitt och otoliter (Bilaga A), vilket gjorde preparering tidseffektiv. Att preparera längsgående snitt av fenorna visade sig vara svårt då fenan inte låg kvar i sin position under tiden epoxyn härdade vilket gjorde att endast en liten del av fenans fenstrålar exponerades för kemisk analys efter slipning. Utöver det tog prepareringen av längsgående snitt minst lika lång tid att utföra som prepareringen av otoliter. Tvärsnitten av stjärtfenorna hade mest exponerat material då fenstrålarna var större i stjärtfenan jämfört med i bröstfenan (jämför ljusa områden i Fig. 4B mot Fig. 4D).
	/
	Figur 4. Exempelbilder på preparerade fenor från en ålindivid (nummer 19, 141 mm, 3,99 g). (A) och (B) tvärsnitt av stjärtfena fotograferat i (A) mikroskop och (B) i en fältemissionsmikrosond med reflekterande elektrondetektorer (BSE), (C) och (D) tvärsnitt av bröstfena fotograferat i mikroskop (C) och (D) i en fältemissionsmikrosond med reflekterande elektrondetektorer (BSE) och (E) och (F) längsgående snitt av en bröstfena fotograferat i (E) mikroskop och (F) i en fältemissionsmikrosond med reflekterande elektrondetektorer (BSE). Ljus färg i bilderna (B), (D) och (F) är exponerat material i ålens fenor som detekterats av fältemissionsmikrosonden.  
	Det gick inte att detektera den kemiska märkningen med strontium i fenproverna för någon av individerna visuellt med hjälp av BSE. I vissa fenprover fanns dock en antydan till förändringar i fenstrålarnas kemiska sammansättning, indikerat av en färgskiftning i fenstrålarna (Fig. 5). 
	/
	Figur 5. Exempelbilder på tvärsnitt av stjärtfenor från strontiummärkta småålar fotograferade med en fältemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE). En antydan till förändring i fenstrålens kemiska sammansättning går att se i form av en färgskiftning i de ljusa områdena (fenstrålarna), markerat med orange cirklar. (A) individ nummer 8, (B) individ nummer 12, (C) individ nummer 13 och (D) individ nummer 25.
	Linjeanalyserna som utfördes på tvärsnitt av stjärtfenor från individ 8, 12, 16 och 25 (de prover som visade en antydan till färgskiftning på bilderna tagna med BSE) visade inga tydliga toppar i strontium (Fig. 6, jämför med Fig. 3C). För resterande individer för vilka linjeanalys utfördes detekterades inte heller några toppar i den relativa koncentrationen av strontium i deras fenor (Tabell 2). Strontiummärkningen kunde inte heller detekteras i tvärsnitt av bröstfenor och inte heller i längsgående snitt av stjärt- eller bröstfenor, med undantag för att det eventuellt skulle kunna vara en topp i strontium i bröstfenan från individ nummer 3 och individ nummer 19 (Fig. 7). Spot-analyserna som utfördes på en del av tvärsnitten visade på stor variation i kalcium och liten variation i strontium i småålarnas fenstrålar (Fig. 8, Tabell 3).
	/
	Figur 6. Resultat av linjeanalyser utförda på tvärsnitt av stjärtfenor från strontiummärkta småålar (individ 8, 12, 13 och 25). Vänster panel: bilder på tvärsnitten tagna i elektronmikroskop utrustat med reflekterande elektrondetektorer (BSE) där ljusa områden är fenstrålar i stjärtfenorna. Orangea pilar visar start och stop för linjeanalyserna som utfördes på respektive tvärsnitt. Höger panel: relativa förändringen av strontium och kalcium för respektive linjeanalys. X-axeln i samtliga grafer är avstånd från startpunkten, vilken motsvarar början på pilarna i vänster panel.
	Tabell 2. Summering över vilka otoliter och fenprov där strontiummärkningen detekterades och med vilken typ av analys. Detektion med BSE innebär att en förändring i provets kemiska struktur gick att se visuellt som en tydlig ljus ring. Detektion med linjeanalys innebär att den relativa förändringen av strontiumkoncentration i provet visade på tydliga toppar av strontium som var betydligt högre än den naturliga variationen i provets relativa strontiumkoncentration. Detektion med spot-analys visar att kvoten strontium mot kalcium var betydligt högre i det område där märkningen detekterades visuellt i provet med BSE. Otoliter från individ nummer 1-14 och tvärsnitt av stjärtfena från individ nummer 1-24 skickades för analys med microXRF. Detektion med microXRF innebar att en tydlig ring av stark intensiv färg motsvarande en förhöjd strontiumkoncentration gick att se visuellt i provet. ID visar småålarnas unika ID-nummer. 
	Detektion av strontiummärkning
	Detektion av strontiummärkning 
	ID
	i fenprov och metod
	i otolit och metod 
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	1
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	2
	Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	3
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	4
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	5
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	6
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	7
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	8
	Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	9
	Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	10
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	11
	Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, microXRF)
	12
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	13
	Nej (BSE, Linjeanalys, Spotanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	14
	Nej (BSE, microXRF)
	Ja (BSE)
	15
	Nej (BSE, microXRF)
	Ja (BSE)
	16
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ingen otolit
	17
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	18
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ingen analys, för tunn kolbeläggning
	19
	Nej (BSE, Linjeanalys, microXRF)
	Ingen analys, för tunn kolbeläggning
	20
	Nej (BSE, microXRF)
	Ingen analys, för tunn kolbeläggning
	21
	Nej (BSE, microXRF)
	Ja (BSE)
	22
	Nej (BSE, microXRF)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	23
	Nej (BSE, microXRF)
	Ja (BSE)
	24
	Nej (BSE, Linjeanalys)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	25
	Nej (BSE)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	26
	Nej (BSE)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	27
	Nej (BSE)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	28
	Nej (BSE)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	29
	Nej (BSE)
	Ja (BSE, Linjeanalys)
	30
	/
	Figur 7. Resultatet av linjeanalyser utförda på tvärsnitt samt längsgående snitt av bröstfenor från strontiummärkta småålar (individ 3, 17 och 19). Vänster panel: bilder på tvärsnitten tagna med en fältemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE) där ljusa områden är fenstrålarna i bröstfenan. Orangea pilar visar start och stop för linjeanalyserna som utfördes på respektive tvärsnitt. Höger panel: relativa förändringen av strontium och kalcium för respektive linjeanalys (för individ 19 visas även relativa koncentrationen för mangan, magnesium och barium). X-axeln i samtliga grafer är avstånd från startpunkten för linjeanalysen vilken motsvarar början på pilarna i vänster panel.
	/
	Figur 8. Resultat från spot-analys utförda på tvärsnitt av stjärtfenor från fyra strontiummärkta småålar (individ 9, 10, 12 och 20). Punkter i varje bild visar var spot-analysen utfördes och vikt % kalcium i fenstrålen vid respektive spot-analys (text i övre högra hörnet i respektive panel).
	Tabell 3. Resultat från spot-analyser för vikt % av kalcium och strontium i fenprov från strontiummärkta småålar utförda med en fältemissionsmikrosond vid Uppsala universitet. ID visar småålarnas unika ID-nummer.
	0,008
	0,220
	27,10
	3
	Tvärsnitt bröstfena
	3
	0,001
	0,025
	38,33
	9a
	Tvärsnitt stjärtfena
	9
	0,001
	0,024
	24,50
	9b
	Tvärsnitt stjärtfena
	9
	0,032
	0,062
	1,96
	9c
	Tvärsnitt stjärtfena
	9
	0,009
	0,283
	30,18
	10a
	Tvärsnitt stjärtfena
	10
	-
	0,000
	4,58
	10b
	Tvärsnitt stjärtfena
	10
	0,001
	0,021
	28,85
	12a
	Tvärsnitt stjärtfena
	12
	0,005
	0,030
	5,81
	12b
	Tvärsnitt stjärtfena
	12
	-
	0,000
	4,00
	12c
	Tvärsnitt stjärtfena
	12
	0,001
	0,004
	8,00
	12d
	Tvärsnitt stjärtfena
	12
	0,010
	0,067
	6,58
	12e
	Tvärsnitt stjärtfena
	12
	0,029
	0,069
	2,41
	14a
	Tvärsnitt stjärtfena
	14
	0,025
	0,061
	2,42
	14b
	Tvärsnitt stjärtfena
	14
	0,004
	0,159
	37,46
	19
	Längsgående snitt bröstfena
	19
	0,002
	0,062
	31,33
	20a
	Tvärsnitt stjärtfena
	20
	0,003
	0,063
	24,16
	20b
	Tvärsnitt stjärtfena
	20
	1,570
	0,030
	0,02
	29b
	Tvärsnitt stjärtfena
	29
	Analysresultaten från microXRF-instrumentet bekräftade resultaten från fältemissionsmikrosonden; strontiummärkningen detekterades i otoliterna (Fig. 9) men inte i fenorna (Fig. 10).
	 /
	Figur 9. Resultat från microXRF-analys där ett täckglas med otoliter (individ 1-14) analyserades. Övre panelen: strontium-koncentrationerna i otoliterna från individ 1-14, starkare grön färg visar högre koncentration av strontium. Mittenpanel: kalcium-koncentrationen i otoliterna från individ 1-14, starkare rosa färg visar högre koncentration av kalcium. Nedre två paneler: fotografi taget i mikroskop och strontium-koncentrationen i otoliten från individ 3, starkare grön färg visar högre koncentration av strontium.
	/
	Figur 10. Resultat från microXRF-analys där ett täckglas med tvärsnitt av stjärtfenor från strontiummärkta småålar (individ 1-24) analyserades. Övre panelen: strontium (grön) och kalcium (rosa) koncentrationer, starkare färg visar en högre koncentration av respektive ämne. Orange cirkel ringar in tvärsnittet av stjärtfenan från individ 16. Mittenpanelen: tvärsnitt från individ 16 för strontium (grön färg) och kalcium (rosa). Nedre vänster bild: fotografi på tvärsnittet av stjärtfena från individ 16, nedre höger bild: samma tvärsnitt fotograferat i en fältemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE).
	4 Diskussion
	Den kemiska märkningen med strontium detekterades med hög framgång i ålarnas otoliter men inte i deras fenor. Med elektronmikroskopet vid Uppsala universitet, som är utrustat med BSE, gick det snabbt att visuellt detektera strontium-märkningen i ålens otoliter, medan märkningen inte gick att detektera visuellt i fenproverna.
	Med linje- och spot-analyser detekterades märkningen för de flesta av otoliterna, då tydliga toppar av hög koncentration av strontium detekterades i kombination med sänkt koncentration i kalcium. Linjeanalyserna av fenproverna samt analysen av fenornas kemiska sammansättning med microXRF visar att prepareringen av fenorna gick bra då både fältemissionsmikrosonden och microXRF kunde mäta kalciumhalten i fenstrålarna för både stjärtfenor och i bröstfenor. Dock visade både linje- och spot-analyserna att kalciumhalterna i fenstrålar varierade betydligt mer än i otoliterna, och i vissa prover var koncentrationerna mycket låga. Detta kan antingen bero på att kollagret var för tunt för att fältemissionsmikrosonden skulle kunna analysera proverna eller att ålens fenstrålar har en betydligt mer heterogen kalciumkoncentration än otoliterna. Denna heterogena kalciumkoncentration kan vara en anledning till att det inte gick att fastställa strontium-märkningen i fenorna.
	Andra studier har med stor framgång kunna mäta förändringar i strontium i fenstrålar hos andra fiskarter än ål på ett tillförlitligt sätt, till exempel för arktisk harr (Thymallus arcticus), maskalung (Esox masquinongy), stör (Acipenser oxyrinchus desotoi), öring- och svartabborre (Micropterus salmoide och M. dolomieu), långnosad bengädda (Lepisosteus osseus), karpartade fiskar (Ictiobus bubalus, I. cyprinellus, I. niger, Carpiodes carpio samt C. cyprinus), malartade fiskar (Genidens barbus samt Ictalurus punctatus) och glasögongös (Sander vitreus)9,12,14,,,. Ålens, och även andra fiskars otoliter är hårda biomineraler bestående av framförallt kalciumkarbonat (aragonit)8 medan ålens fenstrålar visade sig vara genomskinliga och mjuka med ett varierat kalciuminnehåll. Detta skulle kunna tyda på att ålens fenstrålar inte växer på samma sätt som dess otoliter och inte heller som fenstrålarna hos andra fiskarter som visar på tydliga strukturer11,12,17, utan att de påminner mer om mjuk broskvävnad. Ett annat alternativ till varför vi inte kunde detektera strontiummärkningen i småålarnas fenor på samma sätt som i deras otoliter skulle kunna vara att strontiumet fördelas mer jämt i fenstrålarna jämfört med i otoliten. Om så är fallet skulle koncentrationen av strontium i fenstrålarna vara hög för samtliga individer som ingått i denna studie, jämfört med ål som inte märkts med strontium. För att undersöka detta skulle referensvärden för strontiumkoncentrationerna i omärkta ålars fenor behöva tas fram och sedan jämföras med koncentrationerna hos märkt ål, vilket kräver andra typer av analysmetoder som ger faktiska koncentrationer så som laser (LA-ICP-MS) och fenprover från märkt och omärkt ål av samma storlek och ålder. Då endast småålar ingick i denna studie skulle det eventuellt också kunna vara lämpligare att analysera tvärsnitt av fenor från större och äldre ålar som blivit kemiskt märkta då deras fenstrålar eventuellt skulle kunna vara mer utvecklade och benlika. Det vore också önskvärt att undersöka om det går att detektera strontiummärkning i fenorna från färsk ål för att säkerställa att strontiummärkningen i fenorna inte bryts ned under lång tid i frys (10 år) alternativt att deras fenor påverkas av förvaringen i etanol (alla prover som ingick i denna studie hade antingen förvarats i frys eller etanol).
	Prepareringen av ålens fenor via tvärsnitt av stjärt- och bröstfenor med såg var tidseffektivt och gick betydligt snabbare än att preparera otoliter. Dessutom tog tvärsnitten av fenorna mindre plats på täckglasen som de monteras på, vilket är önskvärt då det finns ett begränsat antal täckglas som kan analyseras samtidigt (tre stycken täckglas går att analysera samtidigt i fältemissionsmikrosonden vid Uppsala universitet). Ålarna som ingick i denna studie var små (längder mellan 8-17 cm) men det gick bra att preparera deras fenor. Detta är alltså en reproducerbar prepareringsmetodik som skulle kunna effektivisera arbetet med preparering av prover för att analysera om en ål är naturligt rekryterad till svenska vatten eller kommit till svenskt vatten via utsättningar. Eftersom strontium-märkningen inte kunde utläsas i de prover som ingick i denna studie så krävs dock mer arbete innan denna metod eventuellt kan tas i bruk för ål.
	Ål märks inte enbart med strontium, både barium och Alizarin-rött har testats. Alizarin-rött är ett fluorescerande färgämnen som binder till kalcium och olika karbonater, som har använts för märkning av fisk i mer än 30 år,. Alizarin har använts för att märka ål i både liten och stor skala4,, och har detekterats i småålars fenor med hög detektionsframgång. Varför märkning med Alizarin går att detektera i småålars fenor men inte märkning med strontium skulle kunna bero på att Alizarin binder direkt till kalciumet som fenstrålarna innehåller medan strontiumet behöver lagras in i fenstrålarnas struktur när fenorna växer (vilket sker i otoliten via biomineralisering när en individ växer8,). 
	5 Slutsats
	Det gick inte att detektera strontiummärkningen i stjärt- eller bröstfena från strontiummärkta ålar med fältemissionsmikrosond utrustad med BSE och WDS. Att preparera och såga tvärsnitt av ålens fenor var däremot en snabb och reproducerbar prepareringsmetod, och om strontiummärkningen hade kunnat detekteras hade metoden varit snabbare och mer effektiv jämfört med prepareringen av otoliter.
	I studien ingick småålar som förvarats i frys sedan 2012 samt småålar som förvarats i etanol i ca 4 månader innan prepareringstillfället. Detta hade alltså ingen effekt på detekteringen av strontium i otoliterna, men skulle kunna ha haft en effekt på detekteringen i fenorna. För att ytterligare undersöka om strontiummärkning går att detektera i ålens fenor skulle därför fenor och otoliter från färska ålar (både märkta och omärkta) behöva prepareras och analyseras med förslagsvis laser (LA-ICP-MS), för att säkerställa att nedfrysning alternativ förvaring i etanol inte påverkar den kemiska sammansättningen av ålens fenor samt för att kunna jämföra faktiska koncentrationer i ålens fenor mellan märkta och omärkta individer. I tillägg behöver fenor från större ålar undersökas, eftersom all ål som ingick i denna studie var små-ål.
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	Bilaga A: Bilder på preparering av otoliter och fenor från småålar
	Bilder på prepareringen av otoliter och fenor från de kemiskt märkta småålarna som ingick i pilotstudien. Preparering utfördes i laboratorium vid Sötvattens- och Kustlaboratoriet, tillhörande institutionen för akvatiska resurser, Sveriges lantbruksuniversitet (SLU Aqua).
	/
	Figur A 1. Bilder som visar (A) mätning och vägning av de småålar som ingick i pilotstudien och (B) vägning av individ nummer 14.
	/
	Figur A 2. Bilder på preparering av ålototliter där (A) visar dissektionen av en ål för att plocka ut dess otoliter, (B) visar ingjutningsformen i silikon i vilken en otolit per ål tillsammans med en lapp med ett unika ID-nummer placerades i varje brunn, (C) visar hur ingjutningen med epoxy går till med hjälp utav ingjutningsformen, (D) visar härdade men oslipade epoxyingjutna otoliter, (E) visar hur en otolit våtslipas ned till sin kärna med en speciell slipmaskin och (F) visar hur de slipade och polerade otoliterna monetrades med dubbelhäftande tejp på ett täckglas.
	/
	Figur A 3. Bilder på preparering av fenor från småål där (A) och (B) visar den såg som användes för att såga tunna tvärsnitt (Accutom-50), (C) visar hur tre sågade rader med tvärsnitt ser ut och epoxyblocket som monteras i sågen, (D) och (E) visar hu enskilda tvärsnitt skars ut från raden med tvärsnitt med hjälp utav en uppvärmd skalpell och (F) visar hu tvärsnitten monterades med dubbelhäftande tejp på ett täckglas. Märkning skrevs på baksidan av täckglaset med markeringspenna för respektive tvärsnitt.
	Bilaga B: Resultat från BSE och linjeanalyser av otoliter och fenprov
	Bild (BSE) på varje analyserad otolit (individ 1-30, för individ 16 togs ingen bild och för individ 17 analyserades ingen otolit) där pilen visar start och stop för linjeanalysen samt resultaten från linjeanalysen där blåa stjärnor indikerar topparna i strontium från den kemiska märkningen. X-axeln är avståndet från start till slut för varje linjeanalys. ///
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	Bilder på tvärsnitt av stjärt- och bröstfenor från de strontiummärkta småålarna som ingick i pilot studien tagna med mikroskop och med en fältemissionsmikrosond utrustad med reflekterande elektrondetektorer (BSE).
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	En fena på att bestämma ålens ursprung – ett pilotprojekt
	Det här pilotprojektet har utvärderat möjligheterna att ersätta otoliter med fenprov för att detektera den strontiummärkning som samtliga ålar som satts ut i Sverige bär på sedan 2009. För att samla in otoliter behöver ålen avlivas vilket inte krävs för att ta fenprov, vilket skulle kunna minska mängden ål som behöver avlivas i forsknings- och miljöövervakningssyfte. 
	Otoliter och fenor från 30 strontiummärkta småålar preparerades i laboratorium och dess kemiska sammansättning analyserades med en fältemissionsmikrosond samt med mikroröntgenfluorescens (microXRF). Strontiummärkningen detekterades för samtliga individer med deras otoliter, men kunde inte detekteras för någon individ med deras fenor. Ytterligare analyser där den faktiska strontiumkoncentrationen i fenorna från märkt och omärkt ål analyseras och jämförs skulle behövas för att säkerställa att fenor inte kan ersätta otoliter för att detektera strontiummärkningen hos ål. 
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