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1 Sissejuhatus

Meriforell ehk iherus (Salmo trutta morpha trutta) on anadroomse randega siirdekala, kes elab
tdiskasvanuna meres ja siirdub jokke kudemiseks. KGige rohkem on forelli jaoks sobivaid kudejégesid
ning ojasid Pohja-Eesti rannikul. Suur osa meriforelli puigist Eesti rannikumeres toimub selles
piirkonnas. Samuti asuvad mitmed meriforelli kudejdoed ning ojad Ladnemaal, Parnumaal ja
suursaartel. Meriforelli piitik ei oma antud piirkondades rannakalandusele ja kalamajandusele laiemalt
suurt moju. Moningane kalastuskaartide arvu kasv aastatel 2019-2020 oli seotud I6he- ja forellijogede
kalastuskaartide arvu suurenemisega mis ilmselt naditab |Gheliste Uha paremat kadekadiku (Eesti
kalamajandus 2020). Samale allikale tuginedes ndeme aga tabelis 38, et kalastuskaardi alusel
harrastuspligil merel saadud meriforelli saak oli 2020. aastal 0 kg. Voérdluseks 2018. aastal oli saak
126 kg ja 2019. aastal 120 kg. Vahest meriforelli esinemist rannakalurite saakides kinnitab ka meil
tekkinud raskused selle kala hankimisel. Taiskasvanud meriforellidel on kirjeldatud paelussi
Eubothrium crassum esinemist eelmise kimnendi keskel (Merilo 2005) ning viimati(2016 -2021) P.
Pakk, M. Lauringson ja T. Veevo. Viimastel aastatel on uurinud proliferatiivse e vohandilise

neeruhaiguse (PKD) esinemist forelli noorjarkudel A. Vasemagi ja kudekaladel M. Lauringson.

Kaesoleva t66 eesmargiks on jatkata varasemate aastate uuringuid sooleparasiitide ning vohandilise

neeruhaiguse esinemisest I6hilastel, fookusega Saare- ja Hiiumaa rannikumere meriforellidele.

Toos kasutatud materjal koguti kutseliste kalurite abiga 2020. aasta augustist 2021. aasta martsini
Saare — ja Hiiumaa rannikult plitud kaladelt. Parast pudki fikseeriti kalade moddud ning nad
siigavkilmutati. Kogutud materjal tootati labi Tartus, Eesti Maadilikooli VLI vesiviljeluse dppetooli ja

PKI laboratooriumis. Uurimust66s kaigus saadud andmed anallilsiti statistiliselt.

Kalaproovide kogumist, kalade patobioloogilist uurimist, andmebaasi koostamist ja kalaproovide

transportimist Tartusse korraldasid Eesti Maalilikooli to6tajad Magnus Lauringson ning Priit Pakk.

T66 kavandas ja aruande koostas Priit Pakk. Kalade laboratoorsed uuringud ja statistilise anallilsi tegi
Magnus Lauringson. Kalade vanuse maadramise metoodikat kasutas Taigor Veevo juhendas Maidu
Silm. Geneetiliste anallUside tegemisel aitasid kaasa Kerli Haugjarv ja Riho Gross. PKD leviku kohta

koondas andmed Anti Vasemagi.

T66s osalenud tanavad proovide kogumisel abiks olnud ettevdtete Stonefish/Kivikala OU ja Osel Fish
OU juhte Imre Kivi ja Raul Paabut panuse eest uuritava materjali kogumisse. Té6 kavandaja tanab TU
Eesti Mereinstituudist direktor Markus Vetemaad ja Kalanduse teabekeskusest juht Toomas

Armulikku usalduse ning mdistva suhtumise eest ja Lauri Saksa tehnilise abi eest.



2 Meriforell

Meriforell ehk iherus (Salmo trutta morpha trutta) on Ioheliste seltsi, IGhelaste sugukonda kuuluv
roovkala. Tegu on forelli (Salmo trutta) anadroomse vormiga, kes elab tdiskasvanuna meres ning kaib
joes kudemas. Meriforell koorub jes, kust randab merre ning toitub seal sugukiipsuse saavutamiseni

(Kangur 2009). Forellide riihma pdhivormiks peetakse kirjanduse andmetel meriforelli. Meriforelli
alamvormid — joeforell (Salmo trutta morpha fario) ja jarveforell (Salmo trutta morpha lacustris) on

valja kujunenud hiljuti, so viimase jadaja jarel. Oletatakse, et ka enne viimast jddaega sigis meriforell
magevees (Rannak jt 1983). Meriforelli ei leidu meie rannikuvetes massiliselt, kuid kaluritele teeb
antud liigi vaartuslikuks tema kdrge miuilgihind ja saadav mari. Suurimad saagid saadakse Eestis Soome
lahest, teistest piirkondadest on piiligikogused tagasihoidlikumad. Soome lahe suuremaid saake saab
seletada sellega, et sinna suubuvad Eesti parimad forelli kudejéed, mis tagavad kdrgema loodusliku
taastootmise. Oluliselt avaldab mdju ka (meri)forelli varasem asustamine Soome lahte ning sinna
suubuvatesse jogedesse. Forelli asustamisega tegelevad voi on lahiminevikus tegelenud nii Soome,
Eesti kui ka Venemaa. Eestis asustati viimati meriforelli 2017. aastal. Asustamise mahud on kdige

suuremad Soomes. Asutamisega tegelevad aktiivselt ka meie |Idunanaabrid Lati ja Leedu (EMI 2019).

Anadroomse siirdekalana koeb meriforell sligisel merre suubuvates vooluveekogudes, kus on
tingimused sigimiseks ning marja ja noorkala arenemiseks. Eestis leidub kdige rohkem selliseid jogesid
Soome lahe vesikonnas, kus asub teadaolevalt 45 kudejoge (populatsiooni), millest 38 on metsikud

populatsioonid (ICES 2013).

Meriforelli eduka sigimise esimeseks tingimuseks on kudealade kattesaadavus. Mitmetel jogedel on
inimtekkelised randetdkked voi looduslikud tokked koprapaisude ndol. Noorjarkude tihedused
vaikestes ojades on sdltuvuses aastaajast. Forelli taastootmispotentsiaal nditeks Parnumaal on vahese
madalvee aegse vooluhulga t6ttu moneski joes suhteliselt madal (Jarvekiilg jt 2015). Meriforell koeb
edukalt ka Liivi lahte suubuvates vooluveekogudes, aga samuti Saaremaa ning Hiiumaa loode- ja

pohjarannikul (Kangur 2009).
2.1.Hiiumaa elupaikade kirjeldus ja kalade asustamine sinna

Hiiumaal on meriforellile kudemiseks sobivad viis kudejége, millest kolm olulisemat on Vanajégi, Ongu
oja ja Nuutri jogi. Kdige enam ja sagedamini leidub meriforelli noorkalu Vanajdes. Varasemalt oli
meriforelli tdhnikute populatsioon Ongu jBes hea, sest selle jde peal tegutses aastaid Ongu
kalakasvandus, mis lasi oma toodangu otse merelahtedesse. Tanaseks on antud kalakasvandus aga
tegutsemise |I8petanud, mis vdib tdhendada, et meriforelli noorkalade populatsioon on Ongu jes

maérgatavalt langenud. Hiiumaa vetesse asustati Ongu kalakasvanduses kasvatatud Laine-Eesti



populatsiooni 2-aastaseid meriforelli smolte kahekiimne aasta jooksul aastatel 1994-2014. Sellel
ajavahemikul asustati Hiiumaa vooluvetesse ning rannikumerre lle 460 000-kaheaastase meriforelli
smoldi. Kalad asustati loodusesse mai IGpus-juuni alguses. Merre asustamise kohad olid aastate
jooksul erinevates randades — Lduna-Hiiumaal — Sérul, Liane-Hiiumaal — Ongul, Kalanas, Viskoosas,
Pdhja-Hiiumaal — Kardlas, Hiiessaares, Suuresadamas. Vooluveekogudest olid peamised asustamise
kohad Ongu oja, Vanajdgi, Poama oja ning Nuutri jégi. Esimestel asustamise aastatel mérgistati kdik
kalad rasvauime ldikamisega. Hilisematel aastatel seda toémahukuse ning t66j6u puudumise tottu ei
tehtud. 2008-2010.aastatel margistati igal aastal 1000 asustatavat kala Carlini margistega. Margised
saadi Polula Kalakasvanduskeskusest ja andmed kajastuvad nende andmebaasis. Vahesel maaral
asustati nende kahekiimne aasta jooksul vooluveekogudesse ka nooremaid meriforelle (Merle Kaari

andmed).
3. Uuritavad haigused ja parasiidid

3.1 Proliferatiivne e vohandiline neeruhaigus

Proliferatiivne neeruhaigus (PKD — proliferative kidney disease) on parasitaarne haigus, mis ohustab

I6hilasi nii Euroopas kui ka Pohja-Ameerikas (Feist jt. 2002). Proliferatiivse neeruhaiguse
haigustekitajaks on limaeosloom Tetracapsuloides bryosalmonae, mille vaheperemeheks on magevee
sammalloomad (Okamura jt. 2011) perekondadest Plumatella ja Fredericella (Okamura & Wood
2002). Sammalloomad eritavad veekeskkonna haigustekitajaga spoore, millega noorkalad tabanduvad
Iabi I6puste (Morris jt. 2000, Grabner & ElI-Matbouli 2010) voi labi epiteelkoe (Longshaw jt. 2002). PKD
on suureks ohuks forelli noorjarkudele (Dash & Vasemagi 2014), haigustekitajad jouavad
véliskeskkonnast kala neerudesse, kus need hakkavad paljunema (proliferatsioon) (Feist jt. 2001).
Markideks kalahaigestumisest on tumenenud keha varvus, kdhu suurenemine, paisunud neerud ning
intensiivne aneemia (Hedrick jt. 1993). PKD esinemisele ning arvukusele mdjub positiivselt
veetemperatuuride tous (Dash & Vasemagi 2014), samuti on leitud, et veekogu eutrofeerumine vaib
haiguspuhangute puhkemisele kaasa aidata (Hartikainen jt. 2009). PKD haiguspuhangud tekivad
tavaliselt suvisel ajal vGi varasiigisel, siis kui veetemperatuur on (le 15 kraadi (Ferguson & Ball 1979).
Kuigi PKD patobioloogiat on pdhjalikult uuritud, ei ole palju kirjeldatud PKD levikumustreid ning
esinemist 16pp-peremehes erinevates elutsikli etappides (Dash & Vasemagi 2014). Proliferatiivset
neeruhaigust on esimest korda kirjeldatud 20. Sajandi alguses ning selle pdhjustajana identifitseeriti
limaeoslased Ule 30 aastat tagasi (Kent & Hedrick, 1985). 1999 aastal avastati, et iheks peremeheks
on magevee sammalloomad (Anderson jt. 1999). Uhtlasi maarati haigustekitaja ning identifitseeriti
uus limaeosloomade klass (Malacosporea) (Canning jt. 2000), mis parasiteerivad magevee

sammalloomades. Limaeosloomad on selgroogsete ja selgrootute endoparasiidid. Mdned neist on



darmiselt patogeensed kaladele, pdhjustades muutusi kudedes ning mitmeid haigusi, nagu naiteks
poorlemistdbi ja keratomikoos (Feist & Longshaw, 2006). Sammalloomade identifitseerimine
haigustekitaja Uhe peremehena on aidanud paremini mdista T. brysalmonae elutsiiklit. Magevee
sammalloomad on bentilised, koloniaalsed filtreerijad, kes paljunevad pungumise teel.

T.bryosalmonae seondub esmalt sammallooma kehaddnsusesse, see on infektsiooni varjatud faas.
Edasise avaldunud infektsiooni kdigus arenevad hulkraksed, kuni 350 pm labimddduga eoskotid, mis
prolifereeruvad sammallooma kehaddnsuses (Morris & Adams, 2007). Eoskottides tekivad meioosi

teel kuni 20 pm 1abim6dduga spoorid (Canning jt. 2000), mis koosnevad kahest amdboidsest rakust

ning neljast polaarsest kapslist. Uks 350 pm eoskott kannab endas 2800 kuni 4000 spoori (Martin jt.

1997). Sammalloomade poolt vette valjutatud spoorid kinnituvad kalade IGpuste v&i naha kiilge ning
tungivad amoobsete rakkudena vaskulaarsisteemi (Longshaw jt. 2002), mille kaudu jéuavad
neerudesse, kuid voivad prolifereeruda ka teistes organites. Sporogoonia tulemusel paljunevad veres
haigustekitaja rakud enne neerukoes prolifereerumist, sporogoonia jatkub ka neerudes, kutsudes esile
poletikulise reaktsiooni ning neerukoe kahjustuse (Feist & Longshaw, 2006). Neerukoes arenevad
spoorid pseudoplasmas edasi, koosnedes lihest amoddbsest rakust ning kahest polaarkapslist (Morris
& Adams, 2008), jouavad spoorid labi uriini jalle valiskeskkonda (De Kinkelin jt. 2004), olles véimelised
sammalloomi tabandama (Grabner & El-Matbouli, 2008). Tanu parasiidi arengule tekkiva
proliferatiivse ja pdletikulise immuunvastuse tottu, tekib peremeesorganismis neerude ning pdrna
hlperplaasia (Hedrick jt. 1993). Kuna peremeesorganismi immuunvastus on alla surutud madalal
temperatuuril (Le Morvan jt. 1998), on PKD arenemine séltuvuses temperatuurist. PKD puhangu ajal

on immuunslsteemi reguleerivate tsitokiinide produktsioon madal ning {htlasi toimuvad
patoloogilised muutused neerukoes — limfotsiltide arvu suurenemine, granulamatoossed

haiguskolded ning neerude atroofia (Chilmonczyk jt. 2002). Lisaks on parsitud granulotsiltide
aktiivsus, mistSttu tGuseb bakteriaalhaigustesse nakatumise oht (Chilmonczyk jt. 2002), seda eriti
veetemperatuuride toustes, mil suureneb ka teiste patogeenidega tabandumine (Okamura jt. 2011).
Siiski naitavad vikerforellidega teostatud laborikatsed, et PKD infektsioon vdib olla letaalne ka ilma
teiseste haigustekitajateta, seega voib T. bryosalmonae ka iseseisvalt kala surma p&hjustada (Bettge

jt. 2009).
3.2 Paeluss Eubothrium crassum

Eubothrium crassum on paelussiliilk, mis parasiteerib |Ghelistel perekonnast Salmo ning tegemist on
Uhe levinuma tsestodoodiga forellide soolestikes (Kennedy, 1978). Kala tabandub parasiidiga, toitudes

aerjalgsetest vaheperemeestest. E. crassum elab nii merevee- kui ka mageveelGheliste soolestikes,



paiknedes tapsemalt pilloorilistes ripikutes (Mitchell 1993). Lohelised on E.crassumi |8pp-
peremeesteks ning parasiit on ohtlik ainult kaladele. Inimest ning teisi plisisoojaseid organisme uss ei
ohusta, pigem on kala puhastamisel probleem esteetilist laadi (Merilo 2005). Taiskasvanud paelussid
valjutavad kala soolestikku tuhandeid mune, mis heidetakse koos ekskrementidega valiskeskkonda.
Munad sisaldavad juba valjaarenenud embriiot. Vees olles ujuvad need vabalt ringi, kuni stitiakse ara
aerjalgsete vahkide poolt v6i satuvad otse peremeesorganismi. Aerjalgsed vahid on E.crassumi
esimeseks ja vGimalik, et ka ainukeseks vaheperemeheks (Mitchell 1993). Vaheperemehes areneb
munast vastne ehk plerotserkoid. LOpp-peremees nakatub otse vaheperemeest (aerjalgset vahki)
slilies vOi labi lisavaheperemehe. Viimasel juhul toitub paelussi vastsetega nakatunud aerjalgsest
nditeks raim, kelle abil jouab E. crassum meriforelli. LOopp-peremehes kinnitub vastne pllooorilise
ripiku seina kiilge, kus areneb tdiskasvanuks (Mitchell 1993). Kirjanduse andmetel esineb 3
Eubothrium crassumi vormi: mageveevorm, mis parasiteerib ainult forellil (Salmo trutta) ning kaks
soolase vee vormi, mis parasiteerivad I6hel (Salmo salar) P6hja-Atlandi regioonis (Bristow & Berland,
1991). Anadroomne meriforell vdib E.crassum’iga tabanduda nii mage- kui merevees. Samuti on
tdheldatud, et samaaegselt vGib meriforellide soolestikus elada nii paelussi mage- kui ka
mereveevorm. Siiski on leitud, et paelussi mageveevorm ei suuda meriforelli soolestikus sugukiipseks
areneda (Mitchell 1993). Meres tabandub kala parasiitussiga mitmel moel. Kuna rdime vastsete toidus
on valdavaks liigiks aerjalgne Eurytemora affini (Arula 2012), voib suure tdendosusega meriforell
parasiidiga nakatuda oma peamist toiduobjekti, so. rdime, stilies. Samuti vdivad laskujad nakatuda
merevett juues (Mitchell 1993). E. crassumi invasioon ei ole |Gpp-peremehele surmav, siiski vGib suur
paelusside hulk soolestikus pidurdada kala kasvu ning arengut (Merilo 2005). Kirjanduse andmetel on
suurimaks leitud tsestododide koguseks the forelli soolestikus olnud 1700 isendit. Arvukuseks, mis
avaldab tosist moju kala elukvaliteedile, loetakse 500 isendit (Mitchell jt 1993). Uuringud E. crassum’i
mojudest peremeesorganismile on nadidanud, et lisaks tlsedusindeksi vahenemisele vdaheneb ka
punavereliblede arv ning hemoglobiinitase. Mida suurem on tdiskasvanud paelusside arv
peremeesorganismis, seda suurem on hemosideriini (rauda sisaldav pigment kudedes) tase. Sellised
muutused viitavad hemoliiiitilisele aneemiale ehk kehvveresusele. Juhul kui peremehe piiloorilistes
ripikutes on suur hulk taiskasvanud paelusse, vGib nende selline invasioon soolesulguse tagajarjel
I6ppeda kala surmaga (Mitchell 1993). Muudatused verestruktuuris vdivad mojutada kala
konditsiooni, peamiselt raua ladestumine vereringes toob kaasa tiisedusindeksi languse (Bristow &

Berland, 1991).



4. Materjal ja metoodika
4.1 Proovide kogumine

Meriforellidelt proovide kogumine viidi ldbi 2020. aasta augustist kuni 2022 aasta martsini.
Taiskasvanud meriforelle aitasid puida kutselised kalurid. Proove koguti Hiiumaa ja Saaremaa

rannikumerest puiitud kaladelt. Kokku koguti proove 29-It meriforellilt.

1:100000

Maa-amet 2022

Joonis 1. Uuringu jaoks puttud meriforellide pliligipiirkonnad Hiiumaa ladnerannikul. Punane ring
tahistab puugipiirkonna asukohta ja suurust ning number naitab kinniptutud kalade arvu antud

piirkonnas.
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Joonis 2. Uuringu jaoks plltud meriforellide pulgipiirkonnad Saaremaa rannikutel. Punane ring
tahistab pudgipiirkonna asukohta ja suurust ning number naitab kinnipliiitud kalade arvu antud

piirkonnas.

4.2 Kalade parasitoloogiline uurimine
4.2.1 Proliferatiivne neeruhaigus

Proliferatiivse neeruhaiguse (PKD) analiiiisid viidi 13bi EMU vesiviljeluse &ppetooli kalageneetika
laboris. See koosnes meriforelli neerukoest DNA eraldamisest, DNA fragmentide paljundamisest

multipleks poliimeraasahelreaktsiooni abil (PCR - polymerase chain reaction) ning PKDga tabandumise



hindamisest geelelektroforeesiga. DNA amplifitseerimisel kasutati T. bryosalmonae ning IGhe- ja
forellispetsiifilisi praimereid (Dash & Vasemagi, 2014). DNA eraldamiseks kasutati kahte erinevat
meetodit: 1) QlAcube® HT DNA puhastamise robotit (QIAGEN, Saksamaa), kasutades selleks QlAamp
96 DNA QlAcube HT kitti (QIAGEN, Saksamaa) ja 2) NucleoSpin Tissue kitti (MACHEREY-NAGEL GmbH

& Co. KG)ning sellega kaasas olevat DNA eraldamise protokolli.
Jargmisena molemast meetodist liihidalt:

1.) Robotivéliselt teostati proovide inkubatsioon vastavalt kiti protokollile. Neerukoest |Gigati vaikesed
(1-2 mm labim&06duga) tikid, mis Uleliigsest etanoolist kuivatati ning seejarel lisati igale proovile 180
pl ATL ltdsipuhvrit (ATL — tissue lysis buffer) ja 20 pl proteinaas K enstiiimi lahust (20 mg/ml). Peale
proovide korralikku segamist inkubeeriti neid (ile66 56°C juures. Jargmisel pdeval tsentrifuugiti
[GUsunud proove 5 minutit 11 000g juures ning kanti robotisse. Seejarel lisati proovidele 100 ul
lGUsipuhvrit VXL ja inkubeeriti toatemperatuuril 1 minut. Parast lGdsumist toimus DNA sadestamine
350 ul ACB puhvriga, millele oli eelnevalt lisatud isopropanooli. Siis tdsteti proovid filterplaadile, kus
toimus DNA sidumine filtriga (vaakum 5 min 35 kPa). Jargmiseks DNA puhastati 600 ul pesupuhvri
AWlga (vaakum 2 min 35 kPa), 600 ul pesupuhvri AW2ga (vaakum 1 min 35 kPa) ning 600 ul 96%
etanooliga (vaakum 30 sek 35 kPa). Seejarel kuivatati filterplaat vaakumiga: 1 min 55 kPA ja 2 min 35
kPa. Lopetuseks lahustatakse filterplaadi filtrile seondunud DNA 100 pl AE (10 mM Tris-Cl, 0.5 mM
EDTA, pH 9.0) ja 15 ul TopElute puhvris (inkubatsioon 2 minutit ja seejarel vaakum 8 minutit 70 kPa

juures) ning proovid sailitati -20°C juures.

2.) Igale koeproovile lisati 180 ul lGUsipuhvrit T1 ja 25 pl proteiinaas K ensttmi lahust. Seejarel
inkubeeriti proove 56°C juures kaks kuni kolm tundi koeproovide taieliku lahustumiseni. Tahtis on
proove iga poole tunni tagant korralikult segada. Siis lisati proovidele 200 ul lllsipuhvrit B3 ning
inkubeeriti 10 minutit 70°C juures. Parast lGldsumist tsentrifuugiti proove 5 minutit ning supernatant
valati uude tuubi. DNA sadestamiseks lisati 210 ul etanooli (96%) ja loksutati tugevalt. Seejarel toimus
DNA sidumine filtriga, kus saadud segu kanti NucleoSpin Tissue filtertuubi, mida tsentrifuugiti tiks
minut (11 000 g). Jargmiseks puhastati DNAd 500 pul pesupuhvri BWga ning 600 ul pesupuhvri B5ga
(md&lemal korral tsentrifuugiti proove Glhe minuti jooksul 11 000 g juures). Lopetuseks lahustatakse
filtertuubi filtrile sadestatud DNA 100 ul 70°C BE puhvris (5 mM Tris*HCI, pH 8.5) ning sailitati -20°C
juures. DNA kvaliteeti ja kontsentratsiooni moddeti spektrofotomeetriliselt, kasutades NanoDrop
2000 (Thermo scientific, USA). DNA amplifitseerimisel kasutati kahte komplekti T. bryosalmonae ning
I6he- ja forellispetsiifilisi praimereid. PKX3F ja PKX4F (Kent jt. 1998) praimeritega amplifitseeriti 298
aluspaari ulatuses T. bryosalmonae 18s rRNA geeni. PKD 166F ja PKD166R (Grabner & El-Matbouli

2009) paraimeritega amplifitseeriti 166 aluspaari pikkune fragment T. bryosalmonae 18s rRNA geenist.
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PKD 166F ja PKX4R praimerid amplifitseerisid kombineeritult pikema, 756 aluspaari pikkuse fragmendi
18S rRNA geenist. Indel 183F ja 183R praimerid disainiti algselt Atlandi I6he (Salmo salar) jaoks, aga
need toimivad edukalt ka forelli (Salmo trutta) genoomi amplifitseerimiseks. (Dash & Vasemagi, 2014).
Meriforelli neeruproovidest tuvastati PKD haigustekitaja geneetiliselt multiplekse PCRi reaktsiooni
abil, kasutades Biometra Tprofessional TProfessional termotsiklerit. Iga PCRi reaktsioon (6 pul) koosnes
jargmistest komponentidest: 20-100 ng DNA-d, 2x multiplex PCR master mis (Qiagen), ning pari- ja

vastassuunaliste praimerite segu. DNA amplifitseerimiseks kasutati jargmist temperatuuriprofiili:
¢ algne denaturatsioon 15 minutit 95 °C

36 tsiklit: denaturatsioon 30 sekundit 94 °C, praimerite seondumine 90 sekundit 60 °C
praimerite ekstensioon ja uute ahelate siintees 60 sekundit 72 °C

¢ |10plik ekstensioon 5 minutit 72°C.

PCRi produktide visualiseerimiseks elektroforeesiti reaktsioone ~60 minutit 100V pinge juures 2%
agaroosgeelil , millele oli lisatud etiidiumbromiid (EtBr). EtBr seondub DNA, RNA ja valkudega ning
muudab need nahtavaks ultraviolettkiirguse all. Fragmentide pikkuse maaramiseks kasutati igal geelil
GeneRuler 100 bp DNA Ladderit (Thermo Fisher Scientific Inc.). Fragmendimustrite fotografeerimiseks

kasutati videodokumentatsioonislisteemi UVItec FireReader (UVItec Limited).
4.2.2 Sooleparasiidid

Paelusside esinemise maaramiseks voeti 4 °C juures sulanud siseorganid voi terve kala ning avati
skalpelli ning kadaridega magu ja soolestik. Kuna suur osa paelussidest paiknes lukutiripikutes,
eemaldati need likshaaval v6i kimbuna ning loendati. Jargnevalt asetati paelussid edasiste uuringute
tarbeks etanooliga taidetud Falconi tuubidesse Saadud tulemused kanti ihtliopatoloogilise uuringu
kaartidele millele kirjutati proovi number, kala pllgikoht, kala liik, kaal, gonaadi kaal (kuderandel
kalade puhul) pttigikuupaev, kala pikkus ning sugu. Parasiitide lahtrisse kirjutati leitud parasiitide arv
ning paiknemine. Falconi tuubides ning etanoolis sailitatud paelusside liik maarati mikroskopeerimisel.

Parasiitusside liik maarati paelussi morfoloogiliste tunnuste alusel.
4.2.3 Kalade vanuse maaramine

Selle eesmargi tditmiseks tehti esimene katseline vanuse maadramine sagitaaltasandil lihvitud
otoliitide varvimise jarel. Seda metoodikat on edukalt kasutatud EMUs angerjate vanuse mairamisel
(M. Silm otsekontakt). Otoliidid on paarilised kaltsifitseerunud struktuurid (kuulmekivikesed)
luukalade sisekdrvas. Nad on kaladele eelk&ige vajalikud kuulmiseks ning tasakaalu hoidmiseks.

Ajalooliselt on neid kalabioloogide poolt kasutatud kalade vanuse maaramiseks. Nimelt kasvavad nad
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parasvootme kaladel sfaariliselt analoogselt puu kasvurdngastele, kus suurem kasv toimub suvel ning
vaiksem talvel. Otoliidid kasvavad pidevalt ning anallitsides otoliidist vastavat piirkonda, on vdimalik
eristada konkreetseid veekogusid, kus kala on teatud hetkel oma eluajal viibinud (nt slinniveekogu)
(Rohtla jt. 2019). Vanuse maaramiseks veti 17 uurimiseks sobivalt kalalt kahest 1 otoliit ning paigutati
need puhastatult ja kuivalt Eppendorfi tuubi, mille peale margiti kala unikaalse ID (naiteks 45/19, kus
45 tahistab kala jarjekorranumbrit ja 19 aastat, millal kala sai kogutud). Peale otoliitide kohumist
liikusid need silikoonvormi ning valmistati liim nende fikseerimiseks. Liim koosnes kahest
komponendidt: EPO valuvaik ja EPO kdvendi. Uhele vormile mahub maksimaalselt 24 otoliiti ehk tuleb
valmistada vastav liimi kogus — 10g vaiku, 3,7g kdvendit. Jargnes 48-tunnine kuivamise aeg. Parast liimi
hangumist valiti sobivad liivapaberid otoliite lihvimiseks ja hilisemaks poleerimiseks. Otoliidid lihviti
sagitaaltasandil. Selles protsessis kasutati lihvimis-poleerimismasinat Metkon FORCIPOL 1V Grinder-
Polisher. Esimesena kasutati P1000 liivapaberit, millega lihviti maha peamise liimi kiht. Kui otoliit liimi
seest paistma hakkas, vahetati lilvapaber ja asendati vana P2500 peale ning lihviti ettevaatlikult kuni
otoliidi tuumani. Viimasena kasutati liivapaberit P4000, millega poleeriti otoliidi pealmist kihti.
Protsessi korrati kuni kdik otoliidid said tuumani lihvitud ja poleeritud. Lihvimisele jargnes otoliitide
varvimiseks ette valmistamine. Esmalt liimiti otoliidid Loctite Super Attack liimiga katseklaasile ning
jaeti 66seks kuivama. Jargmiseks valmistati Neutral Red varvlahuse, milleks kaaluti 2,5g varvpulbrit,
30 ml destilleeritud vett ja 0,15 ml 99,9% aadikhapet. Ainete segu homogeniseeriti hoolikalt. Varvimise
kaigus kasutati kolme petritassi erinevate lahustega: esimeses 1% soolhapet (HCI), teises varvlahust
ning kolmandas destilleeritud vesi. Otoliitide varvimine koosnes viiest etapist: 1) katseklaas koos
otoliitidega hoiti 15 sekundit 1% soolhappes, 2) otoliidid kuivatati dhujoas, 3) hoiti 1 minut ja 45
sekundit varvlahuses (aegajalt segades, et varv oleks lhtlasem), 4) otoliidid loputati destilleeritud
vees, 5) kuivatati 6hujoas. Kala vanuse maaramiseks kasutati Nikon Eclipse 50i mikroskoopi 10 x 0.25,
20 x 0.40 ja 40 x 0.65 suurendustega labivas valguses. Mikroskoobi 40X suurendusel oli otoliidilt
vOimalik lugeda kasvuringe (aastaringe), mille t3i esile punakas varvus. Andmed on esitatud joonisel
9. Kasutatud metoodikat vGib pidada heaks aga leiame, et paremate tulemuste saamiseks (lugemise

holbustamiseks) peame varvimise osa metoodikas tdiustama.
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5.Tulemused
5.1 Statistiline analiiiis

Parasiitusside arvu sdltuvust kala tadispikkusest, kaalust ja tisedusindeksist modelleeriti lineaarse
regressioonanallilisiga. Kuna proliferatiivse neeruhaiguse haigustekitaja T. bryosalmonaega oli
nakatunud ainult kaks kala, voib jareldada, et saartel pole antud parasiit probleemiks. Kuna nakatunud

kalu oli nii vahe, siis polnud vajadust T. bryosalmonae osas statistilist anallilsi teha.

Tulemused loeti statistiliselt oluliseks p < 0,05 korral. Statistilised analiilsid teostati
tabelarvutussiisteemis MS Excel ja statistikaprogrammis R 3.6.2 (R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria).

Emane
19 (65.5%

sane
10 (34.5%)

Joonis 3. Uuritud kalade sooline jaotus.
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Kalade arv

Joonis 4.

10

Kalade arv

Joonis 5.

Keskmine = 54.76
Standardhalve = 6.73
Miinimum = 46.00

Maksimum = 74.00

45 50 55 60 65 70 75
Taispikkus, cm

Uuritud kalade taispikkuse jaotus ja olulisemad arvkarakteristikud.

Keskmine = 1842 91
Standardhalve = 770.27
Miinimum = 927.00
Maksimum = 4314.00

I T T 1
1000 2000 3000 4000
Kaal, g

Uuritud kalade kaalu jaotus ja olulisemad arvkarakteristikud.
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Keskmine = 1.07
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Joonis 6. Uuritud kalade tlisedusindeksite jaotus ja olulisemad arvkarakteristikud.

5.2 Parasiitusside arvukus

Parasiitusse esines 26-| kalal (89.7% kd&igist uuritud kaladest), kusjuures keskmine parasiitusside arv
kala kohta oli 20.5 (keskmine liksnes parasiitussidega kaladel 22,9), mediaan 14,0 ja maksimum 73 ussi

(Joonis 7).

Parasiitusside arvu jaotus séltuvalt vanusest (p=0.44) ja soost (p=0.09) ei olnud statistiliselt oluline

ning antud tulemusi ei visualiseeritud.

e —
= o Ussideta
o Keskmine = 20.5 3(10.3%)
Ussidega
o
.- 26 (89.7%)
©
© © 7
o
O o
©
X o ]
N —
o -
I | ' I
0 20 40 . o

Parasiitusside arv soolestikus

Joonis 7. Parasiitusside arvu jaotus uuritud kaladel ning tabandunud ja mitte kalade osakaal.
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Parasiitusside arv soolestikus sdltuvalt kala kaalust, pikkusest ja tlisedusindeksist on esitatud joonistel
8, 9 ja 10. Kala kaalu ja usside arvu vahel seos puudus (p > 0,05, joonis 8). Kala pikkuse ja usside arvu
vahel esines statistiliselt oluline negatiivne seos (p = 0,027, joonis 9). Statistiliselt oluline positiivne

seos esines tlisedusindeksi ja usside arvu osas (p = 0.049, joonis 10).

y=-0.00185x+23.91851, R*=0-0.031, p=0.715

Parasiitusside arv soolestikus

I I I I I - I
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Kaal, g

Joonis 8. Parasiitusside arv soolestikus sdltuvalt kala kaalust (iga kala on margitud eraldi punktiga,
pidevjoon margib lineaarse regressioonivérrandi graafikut koos 95%-lise usaldusintervalliga, arvuliselt

on esitatud regressioonivorrand ning R2 ja p-vaartused).

=-0.62992x +55.01081, R*=0-0.009, p=0.027

Parasiitusside arv soolestikus

45 50 55 60 65 70 75
Taispikkus, cm
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Joonis 9. Parasiitusside arv soolestikus soltuvalt kala taispikkusest (iga kala on margitud eraldi
punktiga, pidev joon margib lineaarse regressioonivorrandi graafikut koos 95%-lise

usaldusintervalliga, arvuliselt on esitatud regressioonivorrand ning R2 ja p-vaartused).

=66.91171x~51.35516, R*=0.103, p=0.049

Parasiitusside arv soolestikus

09 1.0 11 1.2 13
Tusedusindeks

Joonis 10. Parasiitusside arv soolestikus s6ltuvalt kala tiisedusindeksi vaartusest (iga kala on margitud
eraldi punktiga, pidev joon margib lineaarse regressioonivérrandi graafikut koos 95%-lise

usaldusintervalliga, arvuliselt on esitatud regressioonivérrand ning R2 ja p-vaartused).

3+
(27 .6%)

4+

8 (27.6%)
4
1(3.4%)
5+
6 (20.7%) 6 (20.7%)

Joonis 11. Uuritud kalade vanuseline jaotus. Vanuse ja parasiitusside hulga vaheline seos puudub
(p=0.44). Keskmiselt oli 3 aastastel kaladel 20.6 parasiiti ja 4 aastastel kaladel 19.5 parasiiti. Valimis oli

ka tiks 5 aastane kala 30 parasiidiga.
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Parasiitusside arv soolestikus séltuvalt pllgiregioonist on kujutatud joonisel 12. Kusjuures erinevus
oli tugevalt oluline (p = 0.0001) ning Saaremaalt tabatud meriforellide soolestikes oli oluliselt rohkem
usse (mediaan 26.5). Seejuures oli 2/3 Saaremaalt plitud meriforellidest parit Idunarannikult, st. Liivi
lahe basseinist. Erinevus parasiitusside arvus Saaremaa p&hja- ja Idunarannikult padtud meriforellidel

oli samuti statistiliselt oluline (p = 0.001, joonis 13).

Mediaan=49 p=0.0001 Mediaan = 26.5

w
=
L
3 8 -
o
o
w
2 2 -
pi 1
o
w
= =
B N
Z(% -
© i - ; _ ;
0«3 o - - — —]
| [
Hiiumaa Saaremaa
Regioon

Joonis 12. Parasiitusside arv soolestikus sdltuvalt kalade pllgiregioonist. Vdikesed horisontaalsed
kriipsud tahistavad Uksikuid kalu, taustal olev hall ristkiilik margib ala, kuhu jaavad keskmised 50%
kaladest (kvartiilide vahe), must tugev joon koos joonise kohal olevate arvvaartustega esitab
parasiitusside arvu mediaani ja p-vaartus naditab gruppide vahelise erinevuse statistilist olulist

(Wilcoxoni test).

PKD +
(6.9%)
Joonis 13. Proliferatiivset neeruhaigust
PKD pohjustava parasiidiga nakatunud (PKD
27 (93.1%) +) ja nakatumata (PKD -) kalade

osakaal.
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Mediaan = 10 p=0.001 Mediaan = 31

20
|
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I |

Parasiitusside arv soolestikus

Pdhjarannik Lounarannik

Regioon

Joonis 14. Parasiitusside arv soolestikus soltuvalt kalade piiligiregioonist Saaremaal. Vaikesed
horisontaalsed kriipsud tahistavad Uksikuid kalu, taustal olev hall ristkiilik margib ala, kuhu jaavad
keskmised 50% kaladest (kvartiilide vahe), must tugev joon koos joonise kohal olevate arvvaartustega
esitab parasiitusside arvu mediaani ja p-vaartus nditab gruppide vahelise erinevuse statistilist olulist

(Wilcoxoni test).

5.3 Proliferatiivse e vohandilise neeruhaiguse esinemine

PKD haigustekitaja esines kahel Saaremaalt puitud kalal, so 6.9%-| kdigist kaladest (Joonis 13),
mdolemal juhul oli tabandunud (iksnes neeru tagumine osa. Voib jareldada, et saartel ei ole PKD

haigustekitaja probleemiks.

19



KASUTATUD KIRJANDUS

1. Arula, T. (2012) Ecology of early life-history stages of herring Clupea harengus
membras in the northeastern Baltic Sea, Tartu: University of Tartu Press, 65 Ik.

2. Buchmann, K., Bresciani, J., Pedersen, K., Ariel, E., Dalsgaard, ., Madsen, L. (2009).
Fish Diseases: An Introduction, Frederiksberg: Biofolia, 131 lk.

3. Kangur, M. (2009) Meriforelli raamat, Tallinn: Kalastaja Raamat. 160 Ik.

4. Kangur, M., Paaver, T., Drevs, T., Turovski, A. (2003). Fishes of Estonia. Tallinn. 416
5. Merilo, Z. (2005). SININE RIST Parasiidid IGheliste kdhuGdnes. - Ajakiri Kalastaja.

Nr. 37, 1k 37 - 39.

6. Mitchell, C., G. (1993). Eubothrium. - 14. number of Aquaculture information series,
Ik 1-5.

7. Rannak, L., Arman, J., Kangur, M. (1983). Léhe ja meriforell. Tallinn: Valgus. 152 Ik.
8. Saksvik, M., Nilsen, F., Nylnud, A., Berland, B. (2001) Effect of marine Eubothrium
sp. (Cestoda: Pseudophyllidea) on the growth of Atlantic salmon, Salmo salar L. -
Journal of Fish Diseases. Vol. 24, pp. 111-119

9. Bristow, G. and Berland, B. (1991). The effect of long term, low level Eubothrium sp.
(Cestoda: Pseudophyllidea) infection on growth in farmed salmon ( Salmo salar L.).
Aquaculture, 98(4), pp.325-330.

10. Feist, S., Peeler, E., Gardiner, R., Smith, E. and Longshaw, M. (2002). Proliferative
kidney disease and renal myxosporidiosis in juvenile salmonids from rivers in England
and Wales. Journal of Fish Diseases, 25(8), pp.451-458.

11. OKAMURA, B., HARTIKAINEN, H., SCHMIDT-POSTHAUS, H. and WAHLI, T.

(2011). Life cycle complexity, environmental change and the emerging status of
salmonid proliferative kidney disease. Freshwater Biology, 56(4), pp.735-753.

12. Okamura, B. and Wood, T. (2002). Bryozoans as hosts for Tetracapsula bryosalmonae,
the PKX organism. Journal of Fish Diseases, 25(8), pp.469-475.

13. Morris, D., Adams, A. and Richards, R. (2000). In situ hybridisation identifies the gill
as a portal of entry for PKX (Phylum Myxozoa), the causative agent of proliferative
kidney disease in salmonids. Parasitology Research, 86(12), pp.950-956.

14. Grabner, D. and El-Matbouli, M. (2010). Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa:
Malacosporea) portal of entry into the fish host. Diseases of Aquatic Organisms, 90(3),

pp.197-206.

20



32

15. Longshaw M., LeDeuff R.M., Harris A.F. & Feist S.W. (2002) Development of
Proliferative Kidney Disease (PKD) in rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, following
short-term exposure to Tetracapsula bryosalmonae infected bryozoans. Journal of Fish
Diseases, 25, 443-449.

16. Dash, M. and Vasemagi, A. (2014). Proliferative kidney disease (PKD) agent
Tetracapsuloides bryosalmonae in brown trout populations in Estonia. Diseases of
Aquatic Organisms, 109(2), pp.139-148.

17. Feist, S., Longshaw, M., Canning, E. and Okamura, B. (2001). Induction of
proliferative kidney disease (PKD) in rainbow trout Oncorhynchus mykiss via the
bryozoan Fredericella sultana infected with Tetracapsula bryosalmonae. Diseases of
Aquatic Organisms, 45, pp.61-68.

18. Hedrick, R., MacConnell, E. and de Kinkelin, P. (1993). Proliferative kidney disease
of salmonid fish. Annual Review of Fish Diseases, 3, pp.277-290.

19. Tops S., Hartikainen H. & Okamura B. (2009) The effects of infection by
Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa) and temperature on Fredericella sultana
(Bryozoa). International Journal for Parasitology, 39, 1003—-1010.

20. FERGUSON, H. and BALL, H. (1979). Epidemiological aspects of proliferative
kidney disease amongst rainbow trout Salmo gairdneri Richardson in Northern Ireland.
Journal of Fish Diseases, 2(3), pp.219-225.

21. Kent M.L. & Hedrick R.P. (1985) PKX, the causative agent of Proliferative Kidney
Disease (PKD) in Pacific salmonid fishes and its affinities with the Myxozoa. Journal

of Parasitology, 32, pp.254-260.

22. ANDERSON, C., CANNING, E. and OKAMURA, B. (1999). Molecular data

implicate bryozoans as hosts for PKX (Phylum Myxozoa) and identify a clade of
bryozoan parasites within the Myxozoa. Parasitology, 119(6), pp.555-561.

23. CANNING, E., CURRY, A., FEIST, S., LONGSHAW, M. and OKAMURA, B.

(2000). A New Class and Order of Myxozoans to Accommodate Parasites of Bryozoans
with Ultrastructural Observations on Tetracapsula bryosalmonae (PKX Organism). The
Journal of Eukaryotic Microbiology, 47(5), pp.456-468.

24. Feist S.W. & Longshaw M. (2006) The Phylum Myxozoa. In: Fish Diseases and

Disorders Vol. 1. (Ed P.T.K.Wo00), pp. 230-296. CABI. Publishing, Wallingford,UK.

21



25. Morris, D. and Adams, A. (2007). Sacculogenesis and sporogony of Tetracapsuloides
bryosalmonae (Myxozoa: Malacosporea) within the bryozoan host Fredericella sultana
(Bryozoa: Phylactolaemata). Parasitology Research, 100(5), pp.983-992.

33

26. Martin, I., Dozin, B., Quarto, R., Cancedda, R. and Beltrame, F. (1997). Computerbased
technique for cell aggregation analysis and cell aggregation in in vitro

chondrogenesis. Cytometry, 28(2), pp.141-146.

27. MORRIS, D. and ADAMS, A. (2008). Sporogony of Tetracapsuloides bryosalmonae

in the brown trout Salmo trutta and the role of the tertiary cell during the vertebrate
phase of myxozoan life cycles. Parasitology, 135(09).

28. De Kinkelin, P., Okamura, B., Hedrick, R. and Baxa, D. (2004). Malacosporean-like
spores in urine of rainbow trout react with antibody and DNA probes to
Tetracapsuloides bryosalmonae. Parasitology Research, 92(1),pp.81-88.

29. Grabner, D. and EI-Matbouli, M. (2008). Transmission of Tetracapsuloides
bryosalmonae (Myxozoa: Malacosporea) to Fredericella sultana (Bryozoa:
Phylactolaemata) by various fish species. Diseases of Aquatic Organisms, 79,pp.133-
139.

30. Le Morvan C., Troutaud D. & Deschaux P. (1998) Differential effects of temperature
on specific and nonspecific immune defences in fish. Journal of Experimental Biology,
201, pp. 165-168.

31. Chilmonczyk S., Monge D. & de Kinkelin P. (2002) Proliferative kidney disease:
cellular aspects of the rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum), response to
parasitic infection. Journal of Fish Diseases, 25,pp.217-226.

32. Bettge K., Wahli T., Segner H. & Schmidt-Posthaus H. (2009) Proliferative kidney
disease in rainbow trout: time- and temperature-related renal pathology and parasite
distribution. Diseases of Aquatic Organisms, 83,pp.67—-76.

33. Kotob, M., Menanteau-Ledouble, S., Kumar, G., Abdelzaher, M. and EI-Matbouli, M.
(2016). The impact of co-infections on fish: a review. Veterinary Research, 47(1).

34. Klemme, |., Louhi, K. and Karvonen, A. (2016). Host infection history modifies coinfection
success of multiple parasite genotypes. Journal of Animal Ecology, 85(2),

pp.591-597.

35. Schmidt-Posthaus, H., Steiner, P., Miller, B. and Casanova-Nakayama, A. (2013).

22



Complex interaction between proliferative kidney disease, water temperature and
concurrent nematode infection in brown trout. Diseases of Aquatic Organisms, 104(1),
pp.23-34.

36. HOLZER, A., SOMMERVILLE, C. and WOOTTEN, R. (2005). Molecular studies on

the seasonal occurrence and development of five myxozoans in farmed Salmo trutta L.
Parasitology, 132(02), p.193.

37. Bowers, J., Mustafa, A., Speare, D., Conboy, G., Brimacombe, M., Sims, D. and Burka,
J. (2000). The physiological response of Atlantic salmon, Salmo salar L., to a single
experimental challenge with sea lice, Lepeophtheirus salmonis. Journal of Fish
Diseases, 23(3), pp.165-172.

38. Kennedy, C.R. 1978a. Studies on the biology of Eubothrium salvelini and E. crassum
in resident and migratory Salvelinus alpinus and Salmo trutta and S. salar in North
Norway and the islands of Spitsbergen and Jan Mayen. J. Fish Biology. 12:147-162.

39. ICES 2013. Report of the Baltic Salmon and Trout Assessment Working Group 2013
(WGBAST), 3 — 12 April, Tallinn, Estonia. — ICES CM 2013/ACOM:08.

40. Kalakasvatusliku taastootmise raames Eesti vetesse asustatud kalade andmestik
(2016). Keskkonnaministeerium
http://www.envir.ee/sites/default/files/lisa_1_asustamise_tabelid_tegevuskavale.pdf
(20.04.2018)

41. Kalade taastootmise alased uuringud, 2012. aasta aruanne. (2013). Tartu: Eesti
Maalilikooli Veterinaarmeditsiini ja Loomakasvatuse Instituudi Kalakasvatuse
osakond.
http://www.envir.ee/sites/default/files/2012_kalade_taastootmise_lepingu_aruanne_l6
plik_0.pdf (20.04.2018)

42. KALAKASVATUSLIKU TAASTOOTMISE TEGEVUSKAVA 2017 — 2019,

perspektiiviga kuni 2023. (2017). Tartu.
http://www.envir.ee/sites/default/files/kalakasvatusliku_taastootmise_tegevuskava_20
17-2019.pdf (20.04.2018)

43. Kent ML, Khattra J, Hervio DML, Devlin RH (1998) Ribosomal DNA sequence
analysis of isolates of the PKX myxo - sporean and their relationship to members of
the genus Sphaerospora. Journal of Aquatic Animal Health 10: 12-21

44. Parnu Postimees ,, Kalasaak Parnu rannikumeres kdigub liigiti — Uudised” Ténu Kann

23



/ https://parnu.postimees.ee/6831028/kalasaak-parnu-rannikumeres-koigubliigiti?
fbclid=IwAR2pssBvw7ZkvevWIwN_mq45IKFWOHPZS7CPAOrq... (2019).

45, Jarvekilg R. jt. Eesti meriforelli kudejogede taastootmispotentsiaali hindamine.
ToovStulepingu nr4-1.1/14/299 aruanne (2015).

46. Rohtla M. jt. MERIFORELLI SAAKIDE PARITOLULINE STRUKTUUR EESTI
RANNIKUMERES (Euroopa Merendus- ja Kalandusfondi rakenduskava 2014-2020
meetme 1.3 "Teadlaste ja kalurite koosto6toetus" IGpparuanne” (2019).

47. Armulik, T ja Sirp, S. (2019). Eesti kalamajandus 2018. Kalanduse teabekeskus

48. Armulik, T ja Sirp, S. (2021). Eesti kalamajandus 2020. Kalanduse teabekeskus

24



