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Forord

Lakseparasitten Gyrodactylus salaris er ansett som en av de stgrste truslene mot norsk Atlantisk laks
(Salmo salar). Norske myndigheter ved Direktoratet for naturforvaltning (DN) har som et hgyt prioritert
mal & motarbeide spredning av parasitten, og om mulig & utrydde den fra de omrédene hvor den allerede
er etablert.

Veterineerinstituttet (VI) har i falge DN-notatet ”Organisering av arbeidet med Gyrodactylus-bekjempelse”
datert 15. juni 2007, et stort ansvar for bekjempelse av G. salaris i norske laksevassdrag. | tillegg til
totalansvaret for kartlegging, planlegging og giennomfgring av kjemiske behandlinger er videreutvikling av
behandlingsmetodikk en sentral oppgave for instituttet. | falge notatet skal VI sammen med Norsk institutt
for vannforskning (NIVA) videreutvikle kombinasjonsmetoden, der aluminiumsulfat (AlS) brukes i kombinasjon
med rotenon, som behandlingsform.

AIS ble lansert som kjemikalium i arbeidet med bekjempelse av G. salaris i 2003 og det har foregatt en
betydelig kunnskapsbasert utvikling for logistikk, doseringsteknikk og konsentrasjonsoptimalisering.
Det har imidlertid veert viet lite oppmerksomhet til problemstillinger knyttet til virkningsmekanismer
for aluminium (Al) p& de pavirkede organismene. Dette prosjektet har bestatt av tre separate forsgk
som alle er relatert til virkningen av Al pa G. salaris. Prosjektet er gjennomfgrt pa oppdrag fra, og
finansiert av DN, og har hatt som mal & bidra til videreutvikling av AlS-metoden som
bekjempelsesmetode mot G. salaris.

Alle eksperimentene er gjennomfart i forsgksdyravdelingen Fellesakvariet NVH/VI ved VI i Oslo, etter
godkjenning fra Forsgksdyrutvalget.
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Sammendrag

Det har lenge veert kjent at lakseparasitten Gyrodactylus salaris forsvinner fra Atlantisk laks (Salmo
salar) n&r moderate konsentrasjoner av aluminium (Al) tilsettes til vannet. Siden 2001 har denne effekten
blitt bekreftet gjennom laboratorietester og behandlinger med aluminiumsulfat (AlS) i store vassdrag.
Allikevel star en del sentrale spgrsmal forelgpig ubesvart, herunder enkelte problemstillinger relatert til
virkningsmekanismer for Al: har kjemikaliet direkte virkning pa parasitten, og der den saledes direkte
som fglge av eksponering for surt Al-holdig vann, eller pavirkes den indirekte via vertens respons pa
eksponeringen? Kan G. salaris utvikle gkt toleranse for Al-eksponering eller resistens mot kjemikaliet?
Binder Al seg til overflaten hos G. salaris og/eller tas det opp i organismen? Kunnskap om disse
mekanismene vil vaere verdifull for fremtidig valg av behandlingsstrategi ved bruk av AlS-metoden.

Resultater fra tidligere undersgkelser antyder at parasitten faktisk dgr som en direkte effekt av
eksponering. Dette stattes av resultater fra forsgk i denne rapporten og anses a veere avgjerende for AlS-
metodens egnethet i forhold til malsetning om utryddelse av G. salaris. Nar det gjelder utvikling av
resistens, ble det ikke funnet stgtte for en slik hypotese. Dette forsgket ble imidlertid noe redusert som
falge av uforutsette vannkjemiske endringer i driftsvannet som leveres til forseksakvariet. Nar det
gjelder Al-virkningsmekanismer, indikerer resultatene at Al binder seg til overflaten pa parasitten, men
at metallionet ikke tas opp i organismen. | diskusjonen papekes problemstillinger som bar belyses
neermere samt potensielle metodiske forbedringer som bar vurderes ved fremtidige arbeider med disse
problemstillingene.

Summary

The monogenean ectoparasite Gyrodactylus salaris is effectively removed from the host, Atlantic salmon
(Salmo salar) when small amount of aqueous aluminium is added to the water. This effect is well
documented in experimental studies as well as in treatment of natural river systems with aluminium
sulphate (AIS). Several problems are still waiting to be addressed, including questions related to the toxic
mechanisms of aqueous Al on G. salaris: Is there an effect from Al killing the parasite directly, or do Al
trigger an immune response in the fish causing secondary effects on G. salaris infections? Another
hypothesis to be tested is the possibility in G. salaris populations to develop increased
tolerance/resistance to aqueous Al when exposed to sub lethal chemical doses. The last question
addressed in this project was related to binding mechanisms of aqueous Al on G. salaris; does Al bind to
the outer surface of the parasite or is there an effect due to Al entering the organism, affecting the
internal environment of the animal?

These are all essential questions to be answered developing the AlS-method in the battle against G.
salaris in Norwegian salmon rivers. The aim of this project has been to investigate the mechanisms
leading to elimination of G. salaris when exposed to aqueous Al. Previous studies indicate a direct effect
from Al after exposure to acidic aluminium-rich water. Results published in this report support the
direct-effect theory. These findings are considered crucial knowledge supporting future use of AlS in
chemical treatment against G. salaris.

The resistance theory is not supported by results in this study. However, these findings should be
considered quite uncertain due to unstable water chemical conditions, negatively affecting the
population of G. salaris. Results from the final experiment indicate a surface-effect from Al after binding
to the tegument of the parasite rather then internalization. However, there are several methodical
improvements to be done before any unambiguous conclusion can be drawn.
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1. Innledning

Det har lenge veert kjent at lakseparasitten Gyrodactylus salaris forsvinner fra atlantisk laks (Salmo
salar) n&r moderate konsentrasjoner av aluminium (Al) tilsettes til vannet (Soleng mfl. 1999, Poléo mfl.
2004). At effekten er betydelig sterkere pa G. salaris enn pa verten gjar Al til et potensielt middel i
kampen mot parasitten. Siden 2001 har denne effekten blitt bekreftet gjennom laboratorietester og
behandlinger i store vassdrag med aluminiumsulfat (AlS). Ved behandling refereres det gjerne i denne
sammenhengen til AlS-metoden eller kombinasjonsmetoden (ved bruk av rotenon i perifere deler av
vassdraget). | lgpet av disse arene har det skjedd en betydelig kunnskapsbasert utvikling i alt fra logistikk
og doseringsteknikk til konsentrasjonsoptimalisering. Allikevel star en del sentrale sparsmal forelgpig
ubesvart, herunder enkelte problemstillinger relatert til virkningsmekanismer for Al pa de pavirkede
organismene. Det er blant annet ikke dokumentert hvorvidt kjemikaliet har direkte virkning p& parasitten
og at den saledes dar direkte som fglge av eksponering for surt Al-holdig vann, eller om den pavirkes
indirekte via vertens respons pa eksponeringen. Dermed er selve arsaken til at G. salaris fjernes fra laks
ved eksponering for surt Al-holdig vann ukjent. Kunnskap om disse mekanismene vil veere verdifull for
fremtidig valg av behandlingsstrategi ved bruk av AlS-/kombinasjonsmetoden. Hvorvidt parasitten dgr
som fglge av eksponering, enten direkte eller indirekte, anses som vesentlig dokumentasjon nar
egnetheten til AlS-behandling som utryddelsesmetode skal vurderes.

Det er ikke kjent om populasjoner av G. salaris kan utvikle gkt toleranse for Al-eksponering eller
resistens mot kjemikaliet. Problemstillingen er imidlertid sveert relevant i forbindelse med bekjempelse
av G. salaris ved bruk av AlS-metoden. Dagens strategi er basert p& 10-14 dagers behandlinger som
repeteres etter opphold pa 6-12 maneder (brukt i Laerdalselva). Strategien gir mulighet for at
enkeltindivider av G. salaris kan bli eksponert for subletale doser av Al. Populasjoner med utspring fra
disse individene vil dermed bli eksponert for Al flere ganger. Ved utryddelsestiltak som gjennomfgres som
gjentatte AlS-behandlinger er det derfor essensielt & ha kunnskap om eventuell toleranseutvikling i
forbindelse med fastsettelse av riktig Al-konsentrasjon ved behandling.

Fysiologien til G. salaris er lite studert og det er derfor vanskelig & vurdere hvilke fysiologiske prosesser
som eventuelt pavirkes nar organismen eksponeres for Al. Tegumentet (hudoverflaten) til artsfrenden
Gyrodactylus derjavinoides, omtalt av forfatterne som Gyrodactylus derjavini, er imidlertid beskrevet a
besta av blant annet galaktosederivater og glykoproteiner (Buchmann 1998). Dette er komponenter som
ogsa finnes i slimlaget rundt fiskegjeller (Wold & Selset 1977) og som danner negative bindingsseter der
positivt ladd Al kan binde seg (Exley mfl. 1996). Basert pa kunnskap om de kjemiske egenskapene til Al i
vann, binding av Al til fiskegjeller, samt oppbygningen av tegumentet til Gyrodactylider, er det grunn til
& fremme hypotesen om at Al binder seg til overflaten hos G. salaris.

Malet med prosjektet har veert & undersgke virkningen av Al pa G. salaris. Det har ogsa veert et mal a se
naermere pa hvilke mekanismer som forarsaker den observerte effekten; nemlig at G. salaris fjernes fra
laks ved Al-eksponering. Kunnskap om virkningen av metallet og mekanismene pa parasitten anses som
viktig for videreutvikling av kjemiske behandlinger der aluminiumsulfat (AlS) brukes som
hovedkjemikalium. Det er grunn til & hevde at dgdelighet hos G. salaris som felge av akeponering for Al
faktisk er en forutsetning for & kunne utrydde parasitten fra norske laksevassdrag med AlS-metoden. Det
har veert et mal a belyse disse problemstillingene ved a ta utgangspunkt i en arbeidshypotese med
bakgrunn i antagelsen om at Al har en direkte effekt pa parasitten.

Prosjektet har veert delt opp i tre arbeidspakker som fglger:

1: Effekt av Al pd G. salaris - der parasitten som falge av eksponering for surt Al-holdig vann?
Problemstillingen ble adressert gjennom et eksperimentelt oppsett i forsgksakvarium med formal &
undersgke om parasitten dgr ved eksponering for surt Al-holdig vann. Dette inkluderte ogsa studier av
effekter ved forskjellige Al-konsentrasjoner og eksponeringstider ved forskjellig temperatur.

2: Utvikling av toleranse/resistens for AlS-behandling ved gjentatte subletale eksponeringer for surt Al-
holdig vann

Problemstillingen ble belyst gjennom et eksperimentelt oppsett i forsgksakvarium med formal &
undersgke om gjentatte subletale eksponeringer for Al-holdig vann pavirker parasittens toleranse for den
kjemiske behandlingen.
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3: Fysiologiske virkningsmekanismer ved eksponering for surt Al-holdig vann: overflateeffekt vs
internalisering

Denne problemstillingen ble belyst gjennom en kombinasjon av eksperimentelt oppsett og pravetaking
under AlS-behandling i elv, med formal & undersgke eventuelle virkingsmekanismer som falge av at Al
enten binder seg til overflaten hos G. salaris og/eller tas opp i organismen.

Problemstilling, metoder og resultater fra de tre arbeidspakkene blir presentert separat i denne
rapporten. Resultatene og deres samlede betydning for AIS som behandlingsmiddel mot G. salaris
diskuteres deretter samlet.

2. Effekt av Al pa G. salaris - der parasitten som folge av eksponering for
surt Al-holdig vann?

2.1. Problemstilling

Hvorfor G. salaris fjernes fra laks ved Al-tilsetting er et ubesvart spgrsmal. Likesa er det ikke dokumenter
at parasitten der som felge av eksponeringen. Studier indikerer imidlertid at Al virker dirkete pa G.
salaris (Grimsmo 2001). En alternativ teori ville vaere at parasitten pavirkes indirekte ved at Al utlgser en
immunrespons hos verten, som samtidig virker pa G. salaris. Disse problemstillingene er forsgkt belyst
gjennom et eksperimentelt forsgk med utgangspunkt i arbeidshypotesen om at Al har en direkte effekt
pa parasitten.

2.2. Metodikk

Eksperimentet ble gjennomfart som et overlevelsesforsgk for G. salaris in vitro (uten tilstedeveerelse av
vert) med forskjellige konsentrasjoner av Al i vann som medium.

Figur 1: Venstre: 96 brgnners mikrotiterplate samt 0,3 - 3 pl mikropipette. Hgyre: Undersgkelse av
enkeltindivider av G. salaris under stereolupe.
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Fisk infisert med G. salaris ble samlet inn fra Lierelva ved hjelp av elektrisk fiskeapparat, og transportert
til forsgksdyravdelingen ved Veteringerinstituttet i Oslo. Selve forsgket startet med at levende
enkeltindivider av G. salaris ble overfgrt til brgnner i mikrotiterplater ved hjelp av mikropipette (Figur
1). Surgjort Al-lgsning ble deretter applisert til totalt volum pa 50 pl i alle brgnner hvor levende
parasitter var observert. Al-holdig vann ble laget ved tilsetting av aluminiumsulfat (Al>(SO,)s) til
driftsvann surgjort med svovelsyre (H,SO,) til pH = 5.8. | forsgket ble det brukt tre konsentrasjoner av
tilsatt Al: 0 (kontroll), 200 og 400 pg Al/I. | tillegg ble det satt opp en repetisjon med eksponering for
surgjort vann, pH=5,8 uten tilsatt Al (som sur kontroll). For totalt eksperimentelt oppsett, se Tabell 1.
Umiddelbart etter applisering av eksponeringsvannet ble hver enkelt G. salaris undersgkt ved hjelp av
stereolupe. Med bevegelighet og kroppsfasong som kriterier ble parasittene kategorisert pa tre nivaer,
levende (L), moribunde (M) og dgde (D) (jamfer metodikk beskrevet i Olstad mfl. 2006). Observasjon av
parasittene ble gjort ved utvalgte tidspunkt frem til alle i gruppen var dgde. Serien med tre
konsentrasjoner (0, 200 og 400 pg Al/1) ble satt opp i to repetisjoner: en som ble oppbevart og
kontrollert ved 15 °C og en som ble oppbevart og kontrollert ved 3 °C i en skal med isvann.

Tabell 1: Eksperimentelt oppsett for eksponering av enkeltindivider av parasitten G. salaris uten tilstede-
veerelse av vert (in vitro). Al-konsentrasjon i pg/l, temperatur, pH og antall eksponerte parasitter er
oppgitt for hver gruppe.

Gruppe Al-kons. (pg/l) Temp. (°C) pH (-log[H"]) n
Kontroll ved 3 °C 0 3 7,9 40
Al-200 pg/l ved 3 °C is 200 3 5,8 48
Al-400 pg/l ved 3 °C 400 3 5,8 57
Sur kontroll ved 3 °C 0 3 5,8 42
Kontroll ved 15 °C 0 15 7,9 45
Al-200 pg/l ved 15 °C 200 15 5,8 57
Al-400 pg/l ved 15 °C 400 15 5,8 84

Dgdelighet i de forskjellige gruppene fremstilles numerisk som tid til henholdsvis 50, 75 og 90 % av
individene i gruppen var dgde. | tilfeller hvor dette tidspunktet ikke sammenfalt med tidspunkt for
observasjon, fremkom tiden ved ekstrapolering mellom to observasjonstidspunkt.

2.3. Resultater

Resultatene er oppsummert i Figur 2. Ved 15 °C var det ingen forskjell i tid frem til 50 og 75 % av
individene i gruppene var dgde. Forskjeller mellom kontrollgruppen og de to Al-eksponerte gruppene
fremkommer allikevel sent i forlgpet ved at det tok lenger tid for kontrollgruppen var redusert med 90 %.

Blant gruppene som ble oppbevart og kontrollert pd is ved 3 °C var det starre forskjeller mellom Al-
eksponerte grupper og kontroll, der trenden var at overlevelsen ble redusert med gkende konsentrasjon
av Al. Unntaket var manglende forskjell i tid til 50 % ded mellom kontrollgruppen og gruppen som var
eksponert for 200 pg Al/l.
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Figur 2: Tidspunkt for henholdsvis 50, 75 og 90 % dad i grupper eksponert for 3 forskjellige konsentrasjoner (0, 200 og
400 ug/l1), og ved to temperaturer, 3 °C og 15 °C.

2.4, Diskusjon, deodelighet

Resultater fra forsgket der overlevelsen til G. salaris eksponert for surt Al-holdig vann ble testet,
indikerer at vann tilsatt Al reduserer overlevelsen til parasitten. Det var generelt hgyere dgdelighet i
gruppen som ble eksponert for vann tilsatt 400 pg Al/l enn i gruppen som ble holdt i driftsvann uten Al-
tilsetting. Ved tilsetting av 200 g Al/1 var det ogsa en redusert overlevelse i forhold til kontrollgruppen,
men ikke like utvetydig. Basert pa& utfordringer knyttet til eksperimentell design, redegjort for i neste
avsnitt, bgr resultatene tolkes med forsiktighet. Redusert levetid for G. salaris i vann tilsatt Al
sammenlignet med kontrollgruppen gir imidlertid stgtte til hypotesen om at Al-holdig vann dreper
parasitten direkte.

Gjennom arbeid med dette forsgket, har det vist seg som en utfordring & lage gode eksperimentelle
oppsett for testing av virkningsmekanismer til Al pa G. salaris. Nar parasitten sitter festet til en laks vil
nemlig interaksjoner mellom vert og parasitt kunne pavirke og maskere effekter som i virkeligheten
skyldes endringer i det ytre miljget, for eksempel endring i vannkvalitet. For testing av Al med hensyn pa
dirkete/indirekte effekt ble det derfor vurdert som ngdvendig a isolere G. salaris fra laks og dermed
eliminere effekten av eventuelle vertsrespons som fglge av Al-eksponeringen. Levedyktigheten til
parasitten er imidlertid sveert avhengig av at den sitter festet til en mottakelig vert. | tillegg er
overlevelse ved fraveer av vert i stor grad avhengig av vanntemperatur, ved at overlevelse gker dramatisk
ved lave temperaturer (Olstad mfl. 2006). Med visshet om redusert overlevelse ved isolering fra laks, ble
en strategi med eksponering for relativt hgy Al-konsentrasjon ved lav temperatur valgt i forsgk pa a skille
eventuell Al-indusert dedelighet fra bakgrunnsdedelighet. Resultatene indikerer ogsa at det var starre
forskjell i dgdelighet mellom kontrollgruppe og Al-eksponert gruppe ved lav- sammenlignet med ved hgy
temperatur. Disse resultatene er fristende & sette i kontekst av forskjeller i giftighet til Al ved lav og hay
temperatur. Det kan imidlertid ikke utelukkes at resultatene skyldes forhgyet bakgrunnsdgdelighet ved
15 °C. Ytterligere undersgkelser anbefales for & kunne konkludere angdende en slik hypotese, spesielt pa
bakgrunn av de sveert ulike kjemiske forutsetningene ved lav kontra hgy temperatur i disse
eksperimentene.

De kjemiske egenskapene til Al i vann er godt studert i forbindelse med forskning pa sur nedber og
effekter pa fisk i forsurede vassdrag (Driscoll mfl. 1980, Lydersen 1991). Det er ogsd godt dokumentert at
forhgyede konsentrasjoner av Al i surt vann har negativ effekt pd andre akvatiske organismer (Gensemer
& Playle 1999). Effekten til metallet er imidlertid avhengig av hvilke tilstandsformer av Al som foreligger
(Poléo mfl. 1995, Gensemer & Playle 1999). Sammen med blant annet pH og tilgjengelige ligander, som
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for eksempel organisk materiale, er temperaturen i vannet en bestemmende faktor for hvor mye Al som
foreligger pa giftig form til en hver tid (Lydersen mfl. 1990). En gkning i pH eller temperatur kan fere til
at giftig Al omdannes til ikke giftige Al-tilstandsformer, en prosess som vil paga helt til alt Al feller ut av
lgsning. | forsgk der gifteffekten fra Al skal undersgkes bar derfor fremtidige forsgksoppsett besta av et
apent system med kontinuerlig vanngjennomstrgmning slik at giftigheten til metallet holdes stabil.
Stremmende vann, kombinert med mulighet for kontinuerlig oppsyn med isolerte enkeltindivider av G.
salaris, ble imidlertid ansett som sveert usikker metodikk med hensyn pa praktisk gjennomfering. Studier
av isolerte parasitter i stillestdende vann er derimot dokumenter & fungere fint (Olstad mfl. 2006), og ble
valgt som metode til tross for potensiell toksisitetsreduksjon av Al. Det kan derfor ikke utelukkes at
effekten fra Al pa G. salaris ble redusert som fglge av forsgksbetingelsene.

Metodiske utfordringer nevnt ovenfor gjer det vanskelig & konkludere utvetydig angdende hypotesen om
at G. salaris der direkte som fglge av Al-eksponering pa bakgrunn av resultater fra dette forsgket.
Resultatene viser imidlertid at Al-holdig vann reduserer levetiden til parasitten, og er sdledes en
indikasjon pa at G. salaris der direkte som felge av eksponeringen. P& bakgrunn av nevnte
metodeutfordringer foreslas det at problemstillingen ogsa belyses gjennom forsgk der G. salaris
eksponeres for Al i et dpent system med gjennomstrgmning, og der parasitten er festet til en mottakelig
vert.

3. Utvikling av toleranse/resistens for AlS-behandling ved gjentatte
eksponeringer for subletale doser med giftig Al

3.1. Problemstilling

Al har en ukjent giftvirkning pa G. salaris, og dermed er ogsa potensialet for at parasitten kan utvikle
toleranse overfor kjemikaliet ukjent. Et ytterpunkt i utvikling av toleranse er full resistens, noe som
synes usannsynlig i dette tilfellet jamfar metallers giftighet generelt, slik det rapporteres i

internasjonale forskningstidsskrifter (Gensemer & Playle 1999). Eventuell utvikling av toleranse er
allikevel i seg selv interessant a belyse, og dette forsgket er gjennomfart som repeterte eksponeringer av
en populasjon med G. salaris for subletale belastninger med Al. Resultatet fra forsgket anses & ha
relevans for fastsetting av Al-konsentrasjoner ved gjentatte AlS-behandlinger.

3.2. Metodikk

Forsgket ble gjennomfart som et eksperimentelt oppsett ved forsgksdyravdelingen pa
Veterineerinstituttet i Oslo. Laksunger infisert med G. salaris ble eksponert for surgjort vann tilsatt Al
frem til parasittinfeksjonen var redusert til ca 5 % av startintensiteten. Restinfeksjonen ble sa overfart
til naiv fisk og fikk utvikle seg pa disse i 15 uker. Overlevelsen for avkom av G. salaris som var blitt utsatt
for Al-eksponeringer ble deretter sammenliknet med overlevelsen til G. salaris ved
farstegangseksponering til Al.

Fisk og forsgksbetingelser

| dette forsgket ble det brukt arsyngel av laks fra Ljgsne klekkeri i Leerdal. Laksungene stammer fra
Leerdalselvas egen laksestamme. Fisken ble fraktet i plastposer med oksygenert vann til
akvarieavdelingen ved VI i Oslo. Avedlingens driftsvann kommer fra Maridalsvannet som er Oslo bys
hoveddrikkevannskilde. Vannet blir filtrert gjennom et partikkelfilter (Hydrex Il Filter. Modell GX05-20,
lengde 20", 05 Micron polypropylen) og et kullfilter (20 micron/20" - GAC-20BB, Granular Activated
Carbon Filter Cartridge) samt luftet i en luftkolonne fagr det distribueres ut til avdelingens akvarierom.
Fisken ble akklimert til dette driftsvannet i ca en uke for forsgkene startet. G. salaris som ble brukt i
forsgket stammet fra Lierelva og er beskrevet som haplotype F (Hansen mfl. 2003). Infisert villfisk,
laksunger 1+ og 2+, ble fanget med elektrisk fiskeapparat og fraktet til VI i Oslo i plastsekker med vann.
Der ble de holdt i eget kar frem til forsgksstart. Fisken hadde fra 50 - 2000 parasitter nar de ble fanget.
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Eksponering 1

Selve forsgket startet med at 40 klekkerifisk ble infisert med G. salaris i kohabitasjon med infisert
villfisk. Etter oppsmittingen ble forsgksfisken undersgkt for ngyaktig antall fgr de ble fordelt i sine
respektive eksponeringskar. 30 fisk ble fordelt pa tre kar og eksponert for surgjort vann der pH i
utgangspunktet var justert til pH = 5,8 og tilsatt ca 100 pg Al/l. Selve Al-tilsetningen varte i 7 dagn
(Gruppe Al-1, 2 og 3), men pH varierte mye i eksponeringsperioden. Al som (Al,(SO,);) lgst i driftsvann og
H,SO, ble tilsatt med peristaltisk pumpe (Watson Marlow SciQ 323) fra tilblandete stamlgsninger. 10 fisk
eksponert for driftsvann, uten Al- og syretilsetting fungerte som kontroll. Etter endt eksponering ble
gjenveerende parasitter overfart til naiv fisk. Der utviklet infeksjonen seg i 105 dggn.

Eksponering 2

Forsgket startet pd samme mate som ved Eksponering 1 ved at 40 naive klekkerifisk ble infisert med G.
salaris fra infisert villfisk. 30 fisk fordelt pa tre forsgkskar ble eksponert for surgjort vann, pH = 5,85,
tilsatt ca 90 pg Al/Zl i 2 dggn (Gruppe Al-naiv 1, 2 0g3). Samtidig ble 30 fisk fordelt pa tre kar, infisert
med avkom fra tidligere Al-eksponerte G. salaris (Gruppe Al-preeksp. 1, 2 og 3). Disse ble eksponert
parallelt med- og for samme pH og Al-konsentrasjon som populasjonen med naive G. salaris. Ti infiserte
fisk gikk i akvarievann uten tilsetning av AlS og fungerte som generell miljgkontroll. For totalt
eksperimentelt oppsett, se Figur 3 og 4.

Telling av G. salaris

Ved utvalgte tidspunk ble antall G. salaris pa hver fisk bestemt. Telling foregikk ved hjelp av lupe. Fisken
ble bedgvet i klorbutanollagsning (0,05 %) far undersgkelsen. Etter telling ble fisken oppbevart i en batte
med vann, boblet med luft. All fisk ble tilbakefart til forsgkskaret etter telling.

Vannanalyser

pH, vanntemperatur og ledningsevne ble mal daglig i alle fiskekarene (WTW pH/Cond 340i). | tillegg ble
det daglig tatt ut en vannprgve for analyse av totalt aluminium. Al-analysene ble gjennomfart ved NIVAs
akkrediterte laboratorium (ICP-MS, NS-EN 1SO 17294-1 og NS-EN ISO 17294-2).

Uheldige omstendigheter:

Perioden for gjennomfaring av toleranse/resistensforsgket var delvis sammenfallende med en periode
hvor Vann og avlgpsetaten i Oslo (VAV) gjennomfarte bytte av produksjonslinje for
drikkevann/konsumvann for Oslo by. Dette medfarte sd ustabile og uforutsigbare kjemiske forhold at
forsgkene i farste omgang matte utsettes. Til tross for utsettelse av forsgket oppsto det problemer med
ustabil vannkjemi i forbindelse med gjennomfgaringen. Dette gjorde seg utslag i form av ustabil pH under
selve Al-tilsetningen og dermed stor variasjon i giftigheten til Al under eksponeringen. | tillegg ble det i
Eksponering 2-forsgket observert en ukontrollert negativ effekt pa parasittinfeksjonen i kontrollgruppen.
Slike episoder har veert observert tidligere ved smitteforsgk med G. salaris i forsgksdyravdelingen og
arsaken sees derfor ikke i direkte sammenheng med ovennevnte bytte av produksjonslinje. Arsaken er
imidlertid ukjent, men utredes fortlepende. Det er ogsa vanskelig & si hvilken innvirkning denne
ekstraordinaere dgdeligheten har hatt pa resultatene i Eksponering 2-forsgket. Det er imidlertid pa det
rene at Al-tilsetningen i forbindelse med Eksponering 2 burde veert lenger i tid for & kunne konkludere
sikkert med henhold til forskjeller i effekt pa naiv gruppe kontra avkom av tidligere behandlede
parasitter. | tillegg ferte episoden til negative effekter pa alle populasjoner av G. salaris i
forsgksdyravdelingen og i pafelgende periode forsvant alle individer av G. salaris. Dermed var det ikke
mulig & gjennomfare den planlagte Eksponering 3 av toleranse/resistensforsegket.G. salaris
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Eksperimentell gruppe A: Kontinuerlig populasjon G. salaris over repetisjoner. Utsettes for
neer-ekstinksjons behandlinger med AIS ved hver repetisjon

Eksperimentell gruppe B: Ny populasjon G. salaris for hver repetisjon. lkke tidligere
eksponert for AIS

Figur 3: Skjematisk fremstilling av eksperimentelt oppsett for undersgkelse av utvikling av toleranse/resistens
mot AlS-behandling ved gjentatte subletale eksponeringer for surt Al-holdig vann.

Eksperimentelle studier av aluminiumstoksisitet pd Gyrodactylus salaris - Veterinerinstituttets rapportserie 6-2010 13



Figur 4: Forsgksoppsett som viser doseringspumper (lysegrgnne), kanner (25l) for Al- og
svovelsyrestamlgsninger, innblandingskar for vann tilsatt kjemikalier (sort kar), og bgtter
for Al-eksponering av laks infisert med G. salaris.

3.3. Resultater

Eksponering 1, effekt pa G. salaris

Initiell infeksjon pa totalt ca 15000 G. salaris ble ved eksponering for Al over syv dggn redusert med mer
enn 95 %, til ca 700 parasitter (se Figur 5). | kontrollgruppen gkte antallet parasitter i samme tidsperiode
med 67 % fra 45 til 75 stk.
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Figur 5: Resultater fra Eksponering 1: Utviklingen i samlet antall G. salaris pa laks i tre eksperimentelle grupper

eksponert for Al (Al 1-3) og hos en gruppe laks i kontrollgruppe eksponert for driftsvann uten Al-tilsetning.

Eksponering 2, effekt pa G. salaris
| Eksponering 2 ble antallet G. salaris redusert med mer enn 95 % i lgpet av to dggn (Tabell 2). Det var

ingen forskjell mellom gruppen med G. salaris som ikke tidligere var eksponert for Al og gruppen som var

etterkommere etter Eksponering 1.

Tabell 2: Resultater fra Eksponering 2: Utviklingen i samlet antall G. salaris pa laks:
Gruppen Al-naiv (1-3) infisert med G. salaris som ikke tidligere var eksponert for Al og
Gruppe Al-preeksp. (1-3) som var infisert med avkom av G. salaris eksponert for Al i
Eksponering 1.

Gruppe Ant. G. salaris (Tid 0)  Ant. G. salaris (Tid 2 degn)
Gruppe Al-naiv 1-3 1227 40
Gruppe Al-preeksp. 1-3 1236 53

Eksponering 1 og 2, vannkjemi
Resultater fra pH-malinger under forsgket Eksponering 1 presenteres som en grafisk fremstilling for &
illustrere den store variasjonen i pH gjennom dette eksperimentet (Figur 6).
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Figur 6: Resultater fra Eksponering 1: pH i vann tilsatt AlS og svovelsyre (dpne symboler, Al-1, 2 og 3) og pH i
driftsvann (fylte firkanter, Kontr). Figuren viser at pH varierte, men at vannet i de tre Al-eksponerte gruppene holdt
tilneermet samme pH gjennom hele eksponeringsperioden.

Resultater fra pH-malinger i Eksponering 2 er presentert i Tabell 3 sammen med vanntemperatur,
konduktivitet og Al-konsentrasjon for bade Eksponering 1 og 2. Ved oppstart av Eksponering 1 1& pH i
vann tilsatt AIS pa 5,6-5,8. Store vannkjemiske variasjoner i driftsvannet, seerlig perioder med forhgyede
mengder av Ca (opplysninger fra Vann og avlgpsetaten), gjorde at pH varierte mye under eksponeringen,
fra 5,3-6,7 i vann tilsatt AlS og fra 6,3-7,0 i driftsvann uten AlS-tilsetning (Figur 6).

Under Eksponering 2 var det stabile vannkjemiske forhold og pH holdt seg konstant pa 5,85 gjennom hele
eksponeringen (Tabell 3). Eksponering 1 ble gjennomfert med vanntemperatur pa ca 10°C, mens
temperaturen i Eksponering 2 13 pa 5,4°C. Temperaturen mellom replikater og mellom Al-eksponerte
grupper og kontrollgruppe var imidlertid tilneermet lik i begge eksponeringsrundene. Forskjellen i
vanntemperatur i de to separate forsgkene skyldes arstidsvariasjon i temperatur pa driftsvannet som
leveres til forsgksdyravdelingen. Konduktiviteten i driftsvannet varierte fra 32-96 uS/cm i Eksponering 1,
mens den var stabil pd 30 uS/cm i Eksponering 2 (Tabell 3). Variasjon i konduktivitet har samme
forklaring som variasjon i pH, nemlig ujevn tilsetning av ioner til vannet, seerlig Ca.

Tabell 3: Resultater fra vannkjemianalyser under Eksponering 1 og 2: Alle verdier er oppgitt som middelverder +
standardfeil. Antall malinger (n) er oppgitt i parentes. Al er oppgitt som Al-total.

Eksponering Dato pH (-log[H*]) Temp (°C) Kond (uS/cm) Al (pg/l)
Resistens 1 03.10-10.10.08
Al 1 10,1+ 0,1 (8) 60,9 + 10,2 (8) 166 + 9,0 (8)
Al 2 10,2 £ 0,2 (8) 61,4 + 10,2 (8) 162+ 7,1(8)
Al 3 10,0 £ 0,1 (8) 61,3 £ 10,5 (8) 173 + 11,5 (7)
Kontroll 9,8+ 0,1 (8) 56,1+ 9,9 (8) 65+ 6,2 (7)
Resistens 2 09.02.-11.02.09
Al naiv 1 5,85+ 0 (3) 5,3+0,1(3) 33,0+ 0 (3) 160 + 0,0 (3)
Al naiv 2 5,85+ 0 (3) 54+0 (3) 33,0+ 0 (3) 160 + 0,2 (3)
Al refy 5,85+ 0 (3) 53+0 (3) 33,0+ 0 (3) 160 + 0,0 (3)
Al preeksp. 1 5,84 + 0 (3) 54+0 (3) 33,0+ 0 (3) 164 + 3,7 (3)
Al preeksp. 2 5,84 + 0 (3) 54+0 (3) 33,0+ 0 (3) 163 + 3,0 (3)
Al preeksp. 3 5,84 + 0 (3) 54+0 (3) 33,0+ 0 (3) 160 + 0,0 (3)
6,72+ 0 (3) 5,6+0,2 (3) 30,0+ 0 (3) 73+0,7 (3)

Kontroll
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3.4. Diskusjon resistens

Utryddelse av G. salaris fra norske laksevassdrag har vist seg & veere en utfordrende oppgave (Johnsen
mfl. 2008). Kjemisk behandling, med rotenon og fiskesperrer, eller med AIS i kombinasjon med rotenon
og fiskesperrer, er i dag forvaltningens metoder i kampen mot parasitten. Utryddelsestiltak, uavhengig av
metode, bestar av repeterte kjemiske behandlinger, et opplegg som antas & gke sannsynligheten for
vellykket utryddelse (Finlayson mfl. 2000). | forbindelse med repeterte AlS-behandlinger har hypotesen
om resistensutvikling hos G. salaris mot AIS blitt fremmet. En forutsetning for utvikling av resistens er
ulike toleranse for Al i parasittpopulasjonen. Resultatet som fremkom i forsgket gir ingen indikasjoner pa
gkning i toleranse for giftig Al ved gjentatt Al-ekspoering. Al-sensitiviteten i en populasjon med avkom
fra G. salaris som har overlevd Al-eksponering var ikke forskjellig fra falsomheten til en populasjon med
naive parasitter. Nar toleransen for Al ikke blir sterre i parasittpopulasjonen ved gjentatt behandling, er
det heller ikke grunn til & anta en resistensutvikling over tid. Tatt i betraktning de suboptimale
forholdene under Eksponering 2 i forsgkene, ma imidlertid disse resultatene tolkes med forsiktighet.
Forsgkt var planlagt med en tredje Al-eksponering, der falsomheten til avkom fra populasjonen eksponert
to ganger for Al skulle testes mot en naiv populasjon med G. salaris. | forberedelsesfasen til denne
testen forsvant imidlertid all G. salaris fra laksunger i forsgksdyravdelingen (beskrevet tidligere som
uheldige omstendigheter). Resultatene ma derfor tolkes i mangel av en god miljgkontroll, som viser
naturlig vekst i en populasjon med G. salaris eksponert for vann uten Al-tilsetning. P& grunn av generelle
problemer med & holde infeksjoner med G. salaris i forsgksdyravdelingen var det ikke mulig & undersgke
om toleransen for Al i en populasjon med G. salaris gker ved tredje gangs eksponering for Al.

Resultater fra dette forsgket indikerer at eksponering for subletale doser av Al ikke pavirker parasittens
folsomhet for Al ved gjentatt behandling.

4. Virkningsmekanismer pa G. salaris ved eksponering for surt Al-holdig
vann; overflateeffekt vs internalisering

4.1. Problemstilling

Basert pa kunnskap om de kjemiske egenskapene til Al i vann, herunder lgselighet, evne til & opptre pa
ulike tilstandsformer samt potensialet det har for & binde seg til biologiske overflater, ble det
gjennomfart et forsgk for & undersgke virkningsmekanismer til Al pa G. salaris. Det har veert et mal &
finne ut om Al binder seg til overflaten til parasitten, eventuelt om bundet Al i tillegg tas opp i
organismen. Basert pa kunnskap om effekter av Al pa fisk i surt Al-holdig vann, har arbeidshypotesen
veert at metallionet binder seg til overflaten hos G. salaris og pafarer fysiologiske forstyrrelser. Pavisning
av Al pa parasitten forutsetter imidlertid at Al har en direkte effekt pd G. salaris og ikke en indirekte
effekt gjennom vertens immunrespons. Hensikten med forsgket har veert & belyse mekanismene for
hvordan Al virker pa G. salaris og om mulig forklaring hvorfor G. salaris fjernes fra laks ved Al-tilsetning.

4.2. Metodikk

For & vurdere hvorvidt Al binder til overflaten pa G. salaris og/eller tas opp i organismen ble det
benyttet en metode kjent fra studier av Al pa fiskegjeller hvor metallet farges med Solochrom azurine.
Ved farging med Solochrom azurine fremkommer bundet Al med bla farge, mens vev blir farget rgd/rosa.

Som en pilotstudie ble fargemetoden testet pa parasitter isolert fra laksunger eksponert for Al under AlS-
behandling av Leerdalselva 2008. Fisk fanget i elva under AlS-behandlingen var fiksert pa formalin med
dette forsgket som formal.

Under selve hovedforsgket som ble gjennomfart i laboratorium ble levende G. salaris, eksponert for Al-
holdig vann, 400 ug Al/1, pH 5,70 ved 0-2°C i 19 timer. Parasitten ble eksponert i petriskaler med
stillestdende vann. Etter eksponering ble grupper bestaende av enkeltindivider G. salaris isolert ved hjelp
av mikropipette og fiksert pa formalin. Fglgende utvalgt ble gjort:
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e 10 enkeltindivider med levende G. salaris festet til bunnen av petriskalen
e Et starre antall dede parasitter fra bunnen av petriskalen
e 3 biter av fiskefinne med flere levende G. salaris pa hver finne

Samme prosedyre ble gjentatt for G. salaris eksponert for ubehandlet driftsvann fra
forsgksdyravdelingen, pH 7,90 ved 0-2°C i 19 timer. Dette materialet fungerte som kontroll i forsgket.

Hele dyr innsamlet under AlS-behandling i Leerdalselva 2008 og histologiske snitt av G. salaris eksponert
for Al i laboratorieforsgk ble farget og studert i henholdsvis lupe og mikroskop. P& grunn av metodiske
utfordringer ble det kun laget vellykkede snitt fra levende G. salaris eksponert for Al mens de var festet
pa en fiskefinne. Tilsvarende snitt ble laget fra en gruppe parasitter eksponert for driftsvann og fungerte
som kontroll. Et preparat av en Al-eksponert gjelle fra Atlantisk laks ble brukt som referanse til
sammenlikning.

4.3. Resultater

Figur 7 viser to individer av G. salaris festet til huden pa laksunger som var eksponert til Al i forbindelse
med AlS-behandling av Leerdalselva 2008. Bildene viser at tilneermet hele overflaten til parasitten er
farget bld, mens fiskens hud har en annen farge.

Figur 8 viser histologisk snitt av G. salaris farget med Solochrom azurine etter eksponering for Al i 19
timer ved 0-2°C. Det er ingen indikasjoner pa at Al er tatt opp i organismen. Eventuelt overfaltebundet
Al vil veere sveert vanskelig & pavise pd denne typen snitt som i hovedsak illustrerer miljget inne i
parasitten. Figur 9 viser snitt av parasitter farget med Solochrom azurine etter eksponering for driftsvann
uten tilsetning av Al. Det er, som forventet ingen tegn pa tilstedeveerelse av Al innvendig i disse
individene.

B o e
Figur 7: To individer av G. salaris farget med Solochrom azurine. Begge er festet til huden pa laksunger som var
eksponert til Al i forbindelse med AlS-behandling av Leerdalselva 2008.
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Figur 8: Histologisk snitt av G. salaris farget med Solochrom azurine etter eksponering for Al i 19 timer ved 0-2 °C.
Venstre: Bilde tatt ved 100x forstgrrelse. Hgyre: Utsnitt av foregdende ved 400x forstarrelse.

Figur 9: Histologisk snitt av G. salaris farget med Solochrom azurine etter eksponering for Al i 19 timer ved 0-2 °C.
Venstre: Bilde tatt ved 200x forstgrrelse. Hgyre: Utsnitt av foregdende ved 400x forstarrelse.

4.4, Diskusjon

Overflateeffekt eller opptak av Al i organismen?

Farging av hele G. salaris med Solochrom azurine ga indikasjon pa at Al binder seg til overflaten pa
parasitten. Resultatet ma imidlertid tolkes med forsiktighet da denne delen av forsgket ble betraktet
som en pilot. Det mangler blant annet kontrollgruppe i form av bilder fra hele parasitter eksponert for
vann uten innhold av Al. Det bli ikke samlet inn materiale med mulighet for slike undersgkelser i
forbindelse med AlS-behandlingen i 2008. | resultatene fra laboratorieforsgket der histologiske snitt fra
G. salaris eksponert for Al ble farget med Solochrom azurine, er det ingen tegn til at Al tas opp i
organismen. Bildene gir heller ingen indikasjon pa at Al er bundet til overflaten pa parasitten. De
histologiske snittene illustrerer imidlertid i all hovedsak parasitten sett fra innsiden, og bildene egner seg
derfor darlig til & pavise overflatebundet Al. Farging med Solochrom azurine gir altsa indikasjoner som
kan tolkes i retning av at Al bindes til overflaten pa G. salaris, men tas ikke opp i organismen. Det
knytter seg imidlertid noe usikkerhet til fargemetoden, blant annet i hvilken grad Al vaskes bort i lgpet
av prosedyren (Ole Bendik Dale, pers. medd.).
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Mekanismer for binding av Al

Overflatebinding av Al pa G. salaris er ikke usannsynelig sett i forhold til metallets fysiske og kjemiske
egenskaper i vann. | forsgk pa a forklare disse prosessene er det naturlig & ta utgangspunkt i
mekanismene bak virkningen av Al pa fisk, som er godt beskrevet i litteraturen (Gensemer & Playle
1999). Arsaken til at Al kan binde seg til, og forérsake skader p& fiskegjeller er at gjelleoverflaten har en
rekke negativt ladde bindingsseter; fosfolipider i cellemembranen og glykoproteiner i slimlaget som
dekker gjelleoverflaten (Wold & Selset 1977). Positivt ladde forbindelser som AI** og sm& Al-polymerer
kan derfor lett binde seg til disse setene (Exley mfl. 1996).

Oppbygningen av tegumentet (hudoverflaten) til Gyrodactylus derjavinoides, som er naert beslektet med
G. salaris, er beskrevet i forbindelse med studier av immunresponser hos regnbuegrret (Oncorhynchus
mykiss) (Buchmann 1998). | forbindelse med disse studiene foreslas det at galaktosederivater er viktige
komponenter i tegumentalt glycocalyx hos denne parasitten. Tegumentet samt deler av
fordagyelsessystemet er ogsa beskrevet & inneholde glykoproteiner (Buchmann 1998). Det er derfor grunn
til & anta at hudoverflaten til G. salaris inneholder negative bindingsseter der positivt ladde Al-
forbindelser kan feste seg pa grunn av ladningsmotsetninger.

Fysiologiske effekter som en konsekvens av Al-binding

Nar Al binder seg til fiskegjeller kan dette irritere gjelleepitelet og fare til utskillelse av katekolaminer
(adrenalin og noradrenalin) (Huges 1981). Katekolaminer stimulerer utskillelsen av slim fra slimceller i
gjelleepitelet. | tillegg kan binding av Al fagre til morfologiske forandringer i gjellens primaer og
sekundaerepitel (Poléo & Bjerkely 2000). Dette far til at den respiratoriske overflaten reduseres samtidig
som gkt slimlag gker diffusjonsavstanden mellom vann og blod og paferer fisken hypoksi. Basert pa
anatomi og sterrelse er det grunn til & anta at gassutveksling mellom G. salaris og omgivelsene (vannet)
foregar ved diffusjon gjennom kroppsoverflaten hos parasitten. Binding av Al med pafelgende
immunologiske reaksjoner kan tenkes & pavirke gassutvekslingen. Dette bgr undersgkes neermere ved
ytterligere mekanismestudier der det legges vekt pa fysiologiske effekter hos G. salaris etter eksponering
for giftig Al.

5. Forsgkenes relevans for kjemisk behandling mot G. salaris i norske
laksevassdrag

Resultater fra de tre arbeidspakkene som presenteres i denne rapporten har relevans for utviklingen av
AIS som behandlingsmetode mot G. salaris i norske laksevassdrag. Forelgpig har utvikling av AlS-metoden
veert dominert av kjemikalietilpasning, doseringsteknologi og andre logistiske forbedreinger. Nar det
gjelder selve effekten av Al-eksponering pa G. salaris er kunnskapen begrenset til observasjoner av at
parasitten forsvinner fra fisken. Ved behandling i kaldt vann, det vil si ved temperatur pd 1 - 4 °C, jamfar
behandlinger i Leerdalselva, 2005, 2006 og 2008 (Pettersen mfl. 2006, Hagen mfl. 2009) er en
eksponeringstid pa 10-14 dager for kort til & kunne forvente dgdelighet hos G. salaris som felge av fraveer
av vert (Olstad mfl. 2006). Resultater fra Grimsmo (2001) antyder imidlertid at parasitten faktisk dgr som
en direkte effekt av eksponering. Dette stattes av resultater fra forsgket i arbeidspakke 1 i denne
rapporten, og anses som avgjgrende for AlS-metodens egnethet i forhold til malsetning om utryddelse av
G. salaris.

Repeterte behandlinger antas & gke sannsynligheten for & lykkes med utryddelse av ugnskede organismer,
en strategi som gjelder flere typer kjemisk behandling (Finlayson mfl. 2000). | forbindelse med repeterte
AlS-behandlinger har hypotesen om resistensutvikling hos G. salaris mot Al blitt fremmet. Resultatene fra
Arbeidspakke 2 stgtter ikke denne hypotesen. | dette forsgket er imidlertid resultatene noe mangelfulle i
forhold til & forkaste hypotesen. Mekanismestudiene i Arbeidspakke 3 som indikerer at Al binder seg til
overflaten pa G. salaris gir grunn til & tro at Al pavirker fysiologiske prosesser hos parasitten. Antagelsen
er basert pa dokumenterte Al-induserte effekter pa andre akvatiske organismer. Dette er effekter som er
lite assosiert med utvikling av resistens og er dermed et resultat som svekker hypotesen om
resistensutvikling. Det er derfor grunn til & opprettholde strategien med repeterte behandlinger i forsgk
pa & utrydde G. salaris med AlS-metoden. Varigheten til hver enkelt behandling, samt frekvensen og
antall pa behandlingene er imidlertid strategiske vurderinger som ber utredes naermere.
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Selve mekanismene for hvordan Al virker pa G. salaris er spesielt interessante i forhold til hva slags
vannkjemi som bgr etterstrebes a produsere under en behandling med AlS-metoden. Resultater fra
Arbeidspakke 3 indikerer at Al binder seg til overflaten pa parasitten men at metallionet ikke tas opp i
organismen. Konklusjonsgrunnlaget er imidlertid noe begrenset blant annet pa& grunn av usikkerhet rundt
fargemetodikken. Det kan ikke utelukkes at Al tas opp i celler og/eller i indre organer, og skader
parasitten innenfra. Mangelfull kunnskap om fysiologien til G. salaris gjer det vanskelig & forklare
virkningsmekanismer ved binding av Al til parasittens hudoverflate. Al-induserte effekter beskrevet pa
andre akvatiske organismer gir imidlertid grunn til & tro at Al pavirker respirasjon og ioneregulering hos
G. salaris. Forutsatt at Al som er bundet til overflaten pa G. salaris forarsaker fysiologiske forstyrrelser,
bar behandling med AIS gjennomfares med vannkjemi som gir gode forhold for binding av Al til
organismen. Slike forhold oppnas nar pH og temperatur i vannet favoriserer dannelsen av positivt ladde
tilstandsformer av Al.
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