ﬂ Nofima

Rapport 22/2017  Utgitt desember 2017

Fangst og levendelagring av sngkrabbe (Chionoecetes opilio)
Betydningen av statid og lagringstid pa remming, kvalitet og dyrevelferd

Sten Ivar Siikavuopio, Gunhild Seljehaug Johansson, Hanne Johnsen, Anette Hustad, Tina Thesslund, Stein
Harris Olsen og Grete Lorentzen




Nofima er et naeringsrettet forskningsinstitutt
som driver forskning og utvikling for
akvakulturnzeringen, fiskerinaeringen og
matindustrien.

Nofima har om lag 350 ansatte.

Hovedkontoret er i Tromsg, og
forskningsvirksomheten foregar pa fem ulike
steder: As, Stavanger, Bergen, Sunndalsgra
og Tromsg

Hovedkontor Tromsg:
Muninbakken 9-13
Postboks 6122 Langnes
NO-9291 Tromsg

As:
Osloveien 1
Postboks 210
NO-1431 As

Stavanger:

Maltidets hus, Richard Johnsensgate 4
Postboks 8034

NO-4068 Stavanger

Bergen:
Kjerreidviken 16
Postboks 1425 Oasen
NO-5844 Bergen

Sunndalsgra:
Sjelsengvegen 22
NO-6600 Sunndalsg@ra

Alta:
Kunnskapsparken, Markedsgata 3
NO-9510 Alta

Felles kontaktinformasjon:
TIf: 02140

E-post: post@nofima.no
Internett: www.nofima.no

Foretaksnr.:
NO 989 278 835 MVA


mailto:post@nofima.no
http://www.nofima.no/

ﬂ Nofima

Rapport

Tittel:

Fangst og levendelagring av sngkrabbe (Chionoecetes opilio)

ISBN: 978-82-8296-506-4 (pdf)

ISSN 1890-579X

. oy . Sy e . . Rapportnr.:
Betydningen av statid og lagringstid pa remming, kvalitet og dyrevelferd
34/2017
Title:
Capture and live holding of snow crab (Chionoecetes opilio )- quality and animal Tilgjengelighet:
welfare in relation to storage time Apen
Forfatter(e)/Prosjektleder: Dato:

Sten Ivar Siikavuopio, Gunhild Seljehaug Johansson, Hanne Johnsen, Anette Hustad,
Tina Thesslund, Stein Harris Olsen og Grete Lorentzen

20. desember 2017

Avdeling: Ant. sider og vedlegg:
Produksjonsbiologi, Sjgmatindustri 36

Oppdragsgiver: Oppdragsgivers ref.:
Fiskeri- og havbruksnaeringens forskningsfond (FHF) 901254

Stikkord: Prosjektnr.:
Sngkrabbe, levendelagring, teine, kvalitet og velferd 11656

Sammendrag/anbefalinger:

Hovedmalet med dette prosjektet er a 1) fremskaffe ny kunnskap om hvordan lagringstid og temperaturbetingelser pavirker
kvalitet og dyrevelferd hos sngkrabbe, 2) dokumentere om sngkrabben har mulighet til 8 remme fra teine som brukes i dag
under kommersielt sngkrabbefiske.

Vare undersgkelser viser at snpkrabbe kan levendelagres i minst to maneder i temperaturomradet 1 °C til 5 °C uten féring
uten at det gar utover muskelmengde eller gi dgdelighet. Forsgkene viser at krabbene under sult henter naering fra
oppsparte energireserver fra hepatopankreas, som er krabbens svar pa fiskelever som energilager. Arsaken til at de klarer
seg sa lenge uten mat er et sveert lavt stoffskifte og lav aktivitet som gir et lavt energibehov. Denne kunnskapen er viktig
for norsk sngkrabbenaering for a sikre hgyest mulig overlevelse, kvalitet og best mulig dyrevelferd under fangst, transport
og levendelagring. Videre viser vare teineforsgk at sngkrabbene i liten grad har mulighet til 3 ramme fra teinene gitt at den
har en skallbredde under 9 cm og veier mindre enn 300 g. Vi har ogsa pavist at enkelte krabber er baerer av parasitten
Hematodinium sp. Hematodinium, som hos sngkrabbe kan forarsake dgdelighet og darlig kjgttkvalitet. Vi har etablert en
metode for dokumentasjon av parasitten. Vi har ingen grunn til 8 mistenke at Hematodinium-infeksjon er et stort problem

i vare farvann per dags dato.

English summary/recommendation:

The experiments show that adult male snow crab at commercial size can be kept without feeding for at least 2 months in
temperatures from 1 °C to 5 °C. The experiments show that during starvation the crabs get the energy reserves from the
hepatopankreas. The crab has a low metabolism and activity that requires low energy needs. Furthermore, our trap
experiment shows that only crabs smaller than 300 g have possibility to escape from the trap. Knowledge generated in
these experiments is important for the live holding of snow crab in order to ensure the highest possible survival, quality
and the best possible animal welfare during capture, transport and live holding. For the first time, we have demonstrated

that also snow crab from the Barents Sea has infections of Hematodinium sp.
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1 Innledning

Sngkrabbe (Chionoecetes opilio) ble fgrste gang beskrevet av russiske forskere i Barentshavet ved
Gasebanken i 1996 (Kuzmin et al., 1999). Sngkrabbe finnes pa mellom 20 og 500 meters dyp pa blgt-
og/eller sandholdig bunn innenfor et temperaturomrade pa -1 °C og 7 °C i sitt naturlige
utbredelsesomrade (Hardy et al., 1994; 2000; Kuzmin et al., 1999). Sngkrabbe er en kuldekjaer art og
har siden oppdagelsen spredt seg til det meste av det nordlige Barentshavet, inkludert Svalbard (Pavlov
og Sundet, 2011; Siikavuopio et al., 2017). Det er ogsa gjort enkeltobservasjoner av arten langs
Finnmarkskysten og ved Svalbard. Hannen utgjgr den kommersielle delen av bestanden og kan bli
opptil 1,5 kg og 15 ar gammel. Krabben vokser relativt sakte, det tar 8-9 ar fra klekking til krabben er
stor nok til kommersielt fiske. Det finnes i dag ingen minstemal for sngkrabbefiske i norsk sone av
Barentshavet. | 2015 var den norske fangsten av sngkrabbe pa ca 9800 tonn, hvorav ca 20 % ble levert
levende til anlegg pa land, og de resterende 80 % ble prosessert ombord i bat. Dette bildet forandret
seg i 2016, da Norge ikke tillot utenlandske bater & fiske sngkrabbe i norsk gkonomisk sone i
Barentshavet. Videre ble det i 2017 fastsatt kvote pa 4000 tonn sngkrabbe i norsk gkonomisk sone.
Krabbene fanges ved bruk av kjegleformede teiner som egnes i hovedsak med akkar og sild og settes i
lenke pa flere hundre teiner pa havbunnen. For de stgrste sngkrabbebatene er det vanlig a snu opptil
1500 teiner per dag. Normal statid pa ei lenke med teiner er 1 uke.

Pa samme mate som for kongekrabbe har vi i Norge gode rammebetingelser for & eksportere hgyt
betalt levende sngkrabbe og dermed redusere eksport av et frossent, darligere betalt produkt. P3
kongekrabbe er det de siste 20 arene bygget opp kompetanse pa riktig handtering av krabbe med
tanke pa sikre dyrene hgy overlevelse fra fangst til marked (Lorentzen et al., 2017). Imidlertid finnes
det i dag sveert liten erfaring og dokumentert biologisk kunnskap pa levendelagring av sngkrabbe.
Innledende forspk utfgrt ved Nofima viser at sngkrabbene har en helt annen adferd og biologiske krav
sammenlignet med kongekrabbe (Siikavuopio et al., 2016; 2017). Som eksempel kan det nevnes at
sngkrabbe foretrekker lavere temperatur, lavere individtetthet og er mindre robust ved handtering
sammenlignet med kongekrabbe (Siikavuopio et al., 2016; 2017).

Sngkrabben er i ordenen tifotkreps og havner derfor inn under loven for dyrevelferd. Forskning pa
sngkrabbens biologi er viktig for best mulig tilpassing til kommersielt hold av disse dyrene.

Mangel pa kunnskap kan fgre til en uheldig praksis der man benytter regelverk utformet for
levendelagring av for eksempel fisk som veiledende for lagring av krabbe. Det er flere grunner som
tilsier at regelverket bgr vaere artstilpasset, spesielt nar det er snakk om arter som er vidt forskjellige
med tanke pa anatomiske, atferdsmessige og fysiologiske forutsetninger. Denne manglende
kunnskapen skaper ogsa utfordringer for krabbenaeringen i fastsettelse av riktig rammebetingelser
som sikrer hgy dyrevelferd og kvalitet.

Prosjektet hadde som hovedmal 3 gi sngkrabbenzeringen og myndighetene ny kunnskap om
sngkrabbens biologiske respons pa statid og lagringstid ved temperaturer innenfor krabbenes
preferanseomrade. Denne kunnskapen vil vaere av betydning for a sikre best mulig dyrevelferd under
fangst og levendelagring. Det ble derfor satt opp fire forsgk for 8 fa mer kunnskap om sngkrabbens
respons pa levendelagring; lagring uten féring ved 1°C og 5°C (forsgk 1), sa med og uten foring (forsgk
1), deretter et forspk for & avdekke adferd og remmingsmuligheter under statid (forsgk IIl) og til slutt
et forsgk for verifisering av Hematodinium sp hos Sngkrabber i Barentshavet (forsgk 1V).



Den parasittiske dinoflagellaten Hematodinium sp, som forarsaker Bitter crab disease (BCD), er kjent
for 3 forarsake sykdomsfremkallende endringer hos sngkrabber og kan veere dgdelig ved at lever,
muskel, gjeller og hjerte pafgres skader. | kraftig infiserte krabber er det ogsa kjent at infeksjon av
Hematodinium sp. kan bidra med bitter smak pa kjgttet (derav navnet BCD). Parasitten har
hovedsakelig krepsdyr som vert og det er ikke kjent at den kan smitte til fisk eller varmblodige dyr.
Parasitten finnes naturlig hos sngkrabber i omradet den kommer fra. Parasitten har ikke vaert pavist i
Barentshavet. Da denne parasitten kan ha store negative biologiske og gkonomiske konsekvenser,
gnsket styringsgruppen at vi skulle se etter denne parasitten og komme opp med en enkel og sikker
metode for a verifisere forekomst.



2 Materiale og metode

2.1 Forsgk | - Temperaturforsgk 1°C og 5°C

Sngkrabber (C. opilio) ble fanget inn ved bruk av tradisjonelle sngkrabbeteiner av baten MS Prowess
(Ocean Venture AS) i omradet kjent som "Smutthullet" i Barentshavet i mars 2016. Kun hankrabber av
kommersiell stgrrelse ble tatt ombord og disse ble fraktet levende til Havbruksstasjon i Tromsg.
Krabbene ble plassert i et rundt kar pd 6 m? og forsynt med sjgvann pé 4 °C for observasjon i en uke
fer forsgksoppstart. Ved forsgksstart ble 66 krabber individuelt malt og inspisert for skader, fgr de ble
tilfeldig fordelt i 6 runde kar (500 |, 3 replikater). Forsgket startet opp den 15. mars 2016 og varte til 9.
mai 2016 (8 uker). Hvert kar fikk tilfgrsel av sjgvann med salinitet over 34 %o. Hvert kar fikk en
vanntilfgrsel pa 10 I'-min™*-kg krabbe™ og justert til 1 °C og 5 °C; tre kar for hver temperatur. Krabbene
ble holdt i kontinuerlig mgrke (unntatt daglig inspeksjoner av en forskningstekniker ifgrt hodelykt).
Vanntemperatur ble logget og registrert hver dag. Oksygennivaet ble malt ukentlig med Handy Delta
logger (OxyGuard; OxyGard, International AS, Blokken, Danmark), og det var over 90 % metning
gjennom hele eksperimentet i alle kar.

Som objektiv velferdsindikator ble laktatmalinger i blodet gjennomfgrt pa dag 0, 30 og 60. Det ble pa
ingen tidspunkt i forsgksperioden funnet forhgyet niva av laktat i noen av gruppene. | tillegg til
biokjemiske analyser av muskel og hepatopankreas ved dag 0, 30 og 60 ble det tatt hepatopankreas
indeks (HI) og hepatopankreas-vev til histologisk analyse. HI er definert som: vekt pa hepatopankreas/
rundvekt *100. Vev til histologisk analyse ble overfgrt 10 % formalin (Chemi-Teknik AS, Oslo, Norway).
Prgvene pa 10 % formalin ble inkubert i 24 timer, fiksert i 70 % etanol, dehydrert etterfulgt av
innstgping i parafinvoks. Histologiske snitt pa 2,5 um ble montert pa objektglass og farget med
Hematoksilin og Eosin (Merck). Vakuolearealet i hepatopankreas ble analysert med Nikon
bildeanalyseprogramvare NIS-Elements Basic Research. Det ble etablert atte «regions of interest»
(ROIs) som ble plassert pa representative omrader (uten artefakter) i vevssnittet og vakuolearealet inni
disse ROlene ble malt. Summen og gjennomsnittet av arealene ble deretter beregnet. Figur 5 viser
antallet vakuoler delt pa vakuolisert areal.

2.2 Forsgk Il — Lagringstid og adferd

| forsgk Il ble sngkrabbene fanget inn ved bruk av tradisjonelle sngkrabbeteiner av baten MS
Northeastern (Br. Birkeland AS) i omradet kjent som "Smutthullet" i Barentshavet i januar 2017.
Krabbene ble fraktet levende til Havbruksstasjon i Tromsg og plassert i et rundt kar pd 6 m? og forsynt
med sjgvann pa 4 °C for observasjon i en uke fgr forsgksoppstart. Ved forsgkssart ble 60 krabber
individuelt merket, malt, inspisert for skader og fotografert, for de ble tilfeldig fordelt i 6 runde tanker
(5001, 3 replikater). Forsgket startet opp februar 2017 og varte til mai 2017 (100 dager). Hvert kar fikk
tilfarsel av sjgvann med en salinitet over 34 %o. Hvert kar fikk en vanntilfgrsel p& 10 It min? kg
krabbe™ og justert til 3 °C. Krabbene ble holdt ved 70 % lys, for fotografering eller filming av adferd i
karene. Vanntemperatur ble registrert hver dag. Oksygennivaet ble malt ukentlig og det var over 90 %
metning gjennom hele eksperimentet i alle kar. Den ene gruppen av krabber ble tilbudt mat (ra akkar)
to ganger i uka for & gi krabben vedlikeholdsforing. Krabbene i den andre gruppen ble ikke foret i
forspksperioden. Vekt pa krabbene ble registrert ved forsgksstart og -slutt. Videre ble hepatopankreas
malt og veid pa et utvalg pa 6 dyr per temperaturgruppe, ved forsgksslutt. Hepatopankreasindeks (HI)
er definert som: HI = vekt pa hepatopankreas/rundvekt *100. Samtlige av krabbene ble registrert for



skade ved forsgksstart, etter 30, 60 og 100 dager. Krabbene ble fotografert og skadeutviklingen ble
evaluert opp mot tid krabbene var lagret. Ved avslutting av forsgket ble fyllingsgraden malt i samtlige
dyr fra begge gruppene.

2.2.1 Evaluering av skader - Adferd

Bilder av krabbens over- og underside ble tatt ved dag 0 og etter 30, 60 og 100 dager. For a evaluere
skader, pafgrt for og under forsgket, ble det utviklet et scoringssystem, tabell 1. Skader observert hos
krabbene ved dag 0 ble brukt som grunnlag. Hver skade ble registrert til hvilket omrade pa krabben
skaden var lokalisert og en prosentscore ble beregnet i forhold til antall uskadede omrader. Figur 1
viser sngkrabbens anatomi. Den mest pafallende skaden var tap av fgtter og ledd. Tap av fgttenes
segmenter (merus, carpus, manus og dactyl) ble karakterisert som bentap (fot knekt av ved merus)
eller leddtap (fot knekt av ved carpus, manus eller dactyl). Noen krabber hadde ledd som var delvis
avrevet. Dette gav opphav til scoringssystemets gradering, tabell 1. Videre ble det observert en rekke
skader i form av sorte riper, sprekker og hull i fgttenes skall. Figur 2 viser de ulike skadene observert i
forsgket. | tillegg hadde flere krabber varierende antall sorte melaninprikker, seerlig lokalisert i og rundt
mageregionen. Disse flekkene ble ikke tatt med i scoringssystemet. Hver skade ble registrert med score
og anatomisk plassering pa krabben. Hver fot og klo, med sine segmenter, ble gitt egne nummer for
enklere registrering i skjema. Se prosedyre «Scoring av skader hos Sngkrabber», vedlegg 2.

Sma/ferske skader observert under fotografering, dag 0, var vanskelig a se pa bildene. Disse skadene
ble mer og mer tydelig utover i forsgket. Scoring av skader ble giennomfgrt etter endt forsgk. Da ble
hvert individ scoret individuelt. P4 denne maten ble skader som var lite synlige ved dag 0, men som
ble synlig ved dag 30, 60 eller 100, telt med som skade fra dag 0 og ikke som ny skade.
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Figur 1 Sngkrabbens anatomi. (A) Krabben sett fra over. (B) Krabben sett fra undersiden




Tabell 1 Skjema for evaluering av skade hos sngkrabber

Kriterium 1 - Tap av ben eller klo ved skulderledd

Score Forandring Utseende
1 Ingen Alle ben og klgr er intakte
2 Mild Mulig pabegynt tap av ben eller klo
3 Distinkt Ben eller klo halvveis av
4 Alvorlig Komplett tap av ben eller klo

Kriterium 2 - Tap av tupp pa ben eller klo

Score Forandring Utseende
1 Ingen Tupp er intakt
2 Mild Mulig pabegynt tap av tupp
3 Distinkt Tupp halvveis av
4 Alvorlig Komplett tap av tupp

Kriterium 3 - Tap av leddsegment pa ben eller klo

Score Forandring Utseende
1 Ingen Alle leddsegment er intakt
2 Mild Mulig pabegynt tap av carpus, manus eller dactyl
3 Distinkt Carpus, manus eller dactyl halvveis av
4 Alvorlig Komplett tap av carpus, manus og eller dactyl

Kriterium 4 - Klipe- og udefinerte skader
Antall Klipeskade pa klo eller ben. Sees som striper/sprekker transvers av benet

Antall Udefinerte skader. Sees som sprekker eller flekker




Figur 2

Skader observerte hos sngkrabber fanget med krabbeteiner utenfor NEAFC-omrddet (breddegrad
74,58 og lengdegrad 38,49). (A) Pabegynt tap av venstre ben nummer en og tre. (B) Tap av hgyre
ben nummer tre. (C) Skade i ledd, eventuelt pdbegynt tap av ledd, mellom carpus og manus i
venstre ben nummer en. (D) Tap av dactyl i hgyre ben nummer fire. (E) Uskadde bentupper. (F) Tap
av tupp pd dactyl pé tre ben. (G, H) Klipeskade rundt merus pa venstre fot nummer fire. (1, J) Mulig
klipeskade pG merus og carpus pé venstre fot nummer fire. (K) Udefinert skade pd hele dactyl i
hagyre fot nummer tre. (L) Udefinert skade pd venstre arm (merus)




2.3 Forsgk lll - Remming fra teiner

Som forsgksteine ble det benyttet kommersielle teiner fra rederiet Br. Birkeland AS. Det ble plukket ut

tre tilfeldige teiner fra baten Northeastern.

Det ble kun benyttet hankrabber, som hadde en

gjennomsnittsvekt pa 624 g (+ 37 S.D). Det ble tilsammen kjgrt 8 remmingsforsgk med ulike
eksperimentelle betingelser som; teine med og uten agn-pose, statid og ulik helning pa teinene og lang
statid med agn pa utsiden av teinene og ikke inni, for a stimulere til remming (figur 3).

Dette for a se pa ulike faktorer som kan pavirke mulig remming av krabbe fra teiene. For registrering
av adferd til krabbe i teinen og mulige remmingsforsgk ble det satt opp et GoPro kamera. Det ble gjort
daglige visuelle registreringer i tillegg til GoPro for a registrere detaljert remmingsadferd. | de tilfellene
hvor vi hadde krabbe pa utsiden av teinene ble krabbene inni teinene merket med individmerker. Kun
ved ett tilfelle ble det registrert at en ny krabbe gikk inn i teinen (forsgk I).

Figur 3 Forsgksoppsett med teiner som er plassert skrdtt pa bunnen (18 °) og i normal posisjon

Tabell 2 Rommingsforsgk under ulike eksperimentelle betingelser. Tabell 2 gir en oversikt over antall forsgk
(n), behandling, antall dyr (n) og tid (d@gn)

Forsgk nr Behandling Antall (n) Tid (dggn)
1 Uten agnpose 40 3
2 Uten agnpose/agn i kar 60 10
3 Med agnpose 21 21
4 Uten agnpose 21 21
5 8 ° vinkel pa teine 19 13
6 18 ° vinkel pa teine 19 13
7 20 ° vinkel /agn i kar 20 16
8 Uten agn/agn utenfor teinen (tre teiner, a 30 krabber pr teine) 90 45




2.4 Forsgk IV — Verifisering av mulig Hematodinium sp.

Ved avslutning av forsgket i Karvika ble sngkrabbene (C. opilio) avlivet i trad med regelverket. Det ble
tatt ut prgver fra hepatopankreas, hjerte, gjeller og muskel som ble overfgrt til RNA-later (Ambion) og
10 % formalin (Chemi-Teknik AS, Oslo, Norway). Prgvene pa 10 % formalin ble inkubert i 24 timer,
fiksert i 70 % etanol, dehydrert etterfulgt av innstgping i parafinvoks. Histologiske snitt pa 2,5 pm ble
montert pa objektglass og farget med Hematoksilin og Eosin (Merck). Analyserte preparater ble sendt
til Theodore R. Meyers (State Fish Pathologist, Alaska department of fish and game) for kvalitetssikring
av eventuell pavisning av parasitt. For prgvene pa RNA-later ble det etablert PCR assays med allerede
publiserte primersekvenser (Jensen et al. 2010), primere er listet i tabell 3. Primerne amplifiserer
parasittens 18S ribosomalt DNA. Det vil si at en vevsprgve som inneholder parasitten vil gi positivt
utslag ved hjelp av PCR. For & med sikkerhet kunne si om en positiv PCR korresponderer til korrekt
sekvens hos Hematodinium ble positive PCR produkter klonet og sekvensert.

Tabell 3 Primere bestilt for verifisering av mulig Hematodinium sp. infeksjon i sngkrabbe (C. Opilio)

Primer pair Sequence (5’-3’) Region amplified Amplicon
Univ-F-15 ctcccagtagtcatatge Partial 18S 1682
Hemat-R-1654 ggctgecgtccgaattattcac

2.4.1 DNA isolering, PCR, kloning og sekvensering

Det ble opparbeidet DNA fra hepatopankreas fra 30 sngkrabber ved hjelp av Dneasy Tissue Kit (Qiagen)
etter produsentens anbefalinger. PCR ble utfgrt ved hjelp av Tag PCR Core kit (Qiagen) etter
produsentens anbefalinger med betingelsene publisertiJensen et al. 2010. Alle PCR produkter har blitt
verifisert ved hjelp av gelelektroforese som vist i Figur 4.
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Figur 4 PCR analyse av 18S ribosomalt DNA fra Hematodinium sp., i hepatopankreas fra sngkrabbe angitt
med tallene 1 til 3 i figuren. | rad fire er den negative kontrollen som inneholder vann i stedet for
DNA



Seks av PCR reaksjonene gav et sterkt enkelt band som trolig tyder pa at krabbene var infisert med
Hematodinium. Disse seks PCR produktene ble videre klonet i en TOPO vektor ved hjelp av TOPO TA
Cloning Kit for Sequencing, with One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) etter
produsentens protokoll. Reaksjonen ble platet ut pa LB plater tilsatt ampicillin. Det var fin vekst pa alle
platene og det ble plukket enkeltkolonier og laget over-natt-kultur i LB medie tilsatt ampicillin.
Plasmidet ble renset ved hjelp av PurelLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen) etter
produsentens protokoll. Mengde og kvalitet pa plasmidet ble malt ved hjelp av Nano Drop (tabell 4).

Tabell 4 NanoDrop rapport som viser mengden plasmid som ble sendt til Thermo Fisher for amplicon

sekvensering
Number Sample ThermoFisher ID Amount sent 260/280
1 #1 F1844418.1 99 ug 1.99
2 #2 F1844419.1 47 ug 2.03
3 #3 F1844420.1 61 g 1.93
4 #13 Fi1844421.1 99 ug 1.93
5 #24 Fi844422.1 134 g 1.96
6 #27 Hematodinium_18S_UnivF15_HematR1654 175 pg 1.92

Renset plasmid (6 stk) ble sent til Thermo Fisher Scientific GENEART GmbH, Regensburg, Tyskland for
amplikon sekvensering. Av de seks plasmidene var det kun nummer 1 og 2 som hadde delvis riktig
sekvens. De fire siste plasmidene var «xtomme» noe som mest sannsynlig skyldes tekniske arsaker.

2.4.2 Uttak og farging av hemolymfe

Krabbene ble Igftet fra karet, plassert pa rygg og ca 1 ml hemolymfe tatt fra innsiden av nest bakerste
skulderledd. En liten drape hemolymfe ble strgket ut pa objektglasset. Utstrykene lufttgrket i
omentrent 10 minutter fgr prgvene ble fiksert i 100 % metanol i 5 minutter. Fikserte hemolymfeutstryk
ble farget med fargelgsninger og metode fra Diff Quik (Dade Behring Inc.). Prgvene ble dyppet 1 sekund
5 ganger i Diff Quik fikseringslgsning, 5 ganger i fargelgsning | (Diff Quik 1) og 3 ganger i fargelgsing Il
(Diff Quik 11). Til slutt ble prgvene vasket i bad med destillert vann og lufttgrket. Utstrykene ble
mikroskopert ved 10 og 40 ganger forstgrrelse. Det har blitt laget en brosjyre pa norsk og engelsk som
enkelt forklarer Diff Quick metoden og viser hvordan infeksjon med Hematodinium ser ut i
mikroskopet, vedlegg 1.



3 Resultater

3.1 Forsgkl

Tabell 5 viser vekt (g) ved forsgksstart (TO), dedelighet (%) og hepatopankreas indeks (HI) (%) ved de
ulike maletidspunktene hos de to temperaturgruppene. Standardavvik er angitt i parentes.

Som det fremgar av tabell 5 var det ingen dgdelighet under forsgksperioden i noen av temperatur-
gruppene. Det ble heller ikke observert tap av gangbein i noen av gruppene.

Biokjemisk analyse av hepatopankreas og muskel (tabell 6) viser ingen signifikante forskjeller ved noe

tidspunkt i forsgksperioden.

Figur 5 viser resultatene fra arealanalysene av hepatopankreas.

Tabell 5 Snittvekt (Standard avvik er angitt i parentes) ved forsgksstart, dgdelighet og hepatopankreas

indeks hos Sngkrabber
Temperatur Vekt (g) Dgdelighet (%) HPI % 15/3 (S.D) HPI % 11/4 (S.D) HPI % 9/5 (S.D)
1°C 747,1 (68,5) 0 5,56 (1,03) 5,10 ( 1,36) 5,03 (0,41)
5°C 738,6 (98,4) 0 5,56 (1,03) 5,42 (0,93) 4,09 (0,97)

Tabell 6 Biokjemisk analyse (i % av pr@gven) av hepatopankreas og muskel over tid ved 1°C og 5°C. Standard

avvik er angitt i parentes

Dag 0 Dag 30 Dag 60
1°C 5°C 1°C 5°C

Torrstoff 30,2 (6,3) 40,3 (4,7) 38,1 (6,0) 42,3 (1,2) 43,6 (7,5)
‘g;- é Aske 1,93 (0,06) 1,65 (0,17) 1,67 (0,19) 1,55 (0,17) 1,52 (0,56)
2 § Protein 10,3 (1,9) 10,0 (0,9) 9,9 (0,5) 10,1 (0,2) 10,0 (0,5)
Fett 25,9 (4,6) 26,3 (5,4) 24,2 (6,4) 28,8 (1,8) 29,9 (5,0)
Torrstoff 15,8 (3,3) 17,3 (3,0) 17,4 (2,3) 16,7 (2,4) 16,0 (2,3)
g Aske 2,36 (0,35) 2,17 (0,29) 2,27 (0,29) 2,20 (0,29) 2,22 (0,17)
§ Protein 13,7 (2,9) 14,7 (3,02) 14,7 (2,3) 14,3 (2,64) 13,2 (1,6)

Fett 0,5 (0,0) 0,5 (0,0) 0,5 (0,0) 0,5 (0,0) 0,5 (0,0)
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Figur 5 Endring i vakuolisering i hepatopankreas fra sngkrabber holdt ved 1 °C og 5 °C ved dag 0, 30 og 60.
Hvert punkt (n=5) viser gijennomsnittet +SEM
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Figur 6 Vakuoleareal fra Sngkrabbe holdt ved 1 °C og 5 °C. Hepatopankreas ved forsgksstart (A) og etter 60
dagerved 1 °C (B) og 5 °C (C)

Forsgk | viste overraskende ingen tegn til negativ adferd. Videre var det ikke méalbare biokjemiske
forandringer i muskel eller innvoller etter 60 dager uten for hverken ved henholdsvis 1 °C og 5 °C.
Under fangstbasert akvakultur, for eksempel med torsk, er det palagt a tilby fisken for etter et gitt
antall dager (etter 14 dager). Det ble derfor satt opp et nytt forsgk (forsgk II) med og uten vedlikeholds-
foring for a se pa om de ulike regimer (for/ikke for) forbedret dyrenes trivsel.

Det ble observert en nedgang i vakuolisering av hepatopankreas i Igpet av forsgksperioden. Dette vises
tydelig i figur 5 som viser antallet vakuoler delt pa vakuolisert areal. Man kan ogsa se samme tendens
i figur 6 som viser eksempler pa snitt ved forsgksstart og etter 60 dager.
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3.2 Forsgkll

Krabbene hadde en gjennomsnittsvekt pa 650 g ved forsgksstart. Etter 100 dager i forsgk hadde
forgruppen en gjennomsnittsvekt pa 674 g, mens den ikke-forede gruppen holdt seg tilnsermet
uendret i vekt, 653 g. Vektutviklingen i forspksperiodene er vist i figur 7. Selv om gjennomsnittsvekten
var hgyere hos foret gruppe var det ikke nok til 3 gi signifikante forskjeller i vekt mellom gruppene ved
forspksslutt. Ved forsgksstart var hepatopankreas indeksen (HI) pa 6,1 (0,03). Ved forsgksslutt hadde
HI gatt ned til 4,6 (0,15) og 3,2 (0,05) hos henholdsvis foret og ikke-féret gruppe, tabell 10. Ikke-féret
(sultet) gruppe hadde en signifikant lavere HI en foret gruppe (P=0,001).

655,0 - —a— Foret

650,0 - —8—Sultet

Gjennomsnittsvekt (g)

0 30 60 100
Dag

Figur 7 Vektutvikling hos férede og ikke-férede sngkrabber gjennom en forsgksperiode pa 100 dager

Det totale antallet registrerte skader, tabell 7, var lavt gjennom hele forspket og det ble ikke registrert
forskjell i skader hos de ikke-férede og forede gruppene. Ser vi videre pa fordelingen av skader pa de

ulike segmentene av krabbenes lemmer, ser vi den anatomiske fordelingen av de ulike skadene, tabell
8.

Tabell 7 Totalt antall skader ved forsgksstart og ny pdfarte skader ved dag 30, 60 og 100

Dag 0 30 60 100
Foret 83 0 5 4
Ikke-foret 79 1 2 5

Evalueringen av krabbenes adferd i karene viste at begge forgruppene scoret hgyt i de tre fgrste
kriteriene, med fa fot-, ledd- og spisstap i Igpet av forsgket. Forgruppen startet med 80 % av krabbene
med alle klgr og fgtter intakte (ingen fottap), mens ikke-férgruppen startet med 70 % intakte krabber.
Etter 100 dager hadde denne prosentandelen sunket med rundt 10 % for begge gruppene, tabell 8. Ett
pabegynt fottap (score 2) var tilstede ved dag 0 og ved dag 60 var denne foten tapt (score 4).
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Tabell 8 Resultater fra scoring av skade hos férede og ikke-forede sngkrabber. Oppgitt i prosent av antall
krabber i gruppen ved de ulike tidspunktene og i antall skader (klipe- og udefinerte skader)

Gruppe Foret Ikke-foret

Dag 0 30 60 100 0 30 60 100

Ingen 97,3 973 969 961 943 940 93,7 93,3
L Mild 1,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0
§ Disinkt 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Alvorlig 1,7 0,0 0,3 0,7 3,7 0,3 0,3 0,3
& Skadde individ 20,0 0,0 3,4 7,1 30,0 3,3 33 33

Uskadde individ* 80,0 80,0 759 67,9 700 667 633 60,0
. Ingen 94,3 94,3 934 932 96,0 90 960 95,3
g Mild 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Disinkt 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Alvorlig 5,7 0,0 0,7 0,0 4,0 0,0 0,0 0,7
s Skadde individ 233 0,0 6,9 0,0 20,0 0,0 0,0 33
- Uskadde individ* 76,7 76,7 690 67,9 80,0 80,0 800 76,7
5 Ingen 99,7 99,7 997 996 995 995 99,5 99,5
§ Mild 02 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0
2 Disinkt 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
g Alvorlig 01 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
3 Skadde individ 10,0 0,0 3,4 0,0 233 0,0 0,0 33
o Uskadde individ* 90,0 9,0 862 857 767 767 76,7 73,3
5 Antall 19 0 0 2 11 0 1 1
;; Skadde individ 11 0 0 2 7 0 1 1
8
x Uskadde individ 19 19 18 15 23 23 22 21
g Antall 35 0 1 0 32 0 0 0
% é skadde individ 6 0 1 0 12 0 0 0
o
S Uskadde individ 24 24 22 21 18 18 18 18

* En krabbe dgde i Igpet av forsgket (dag 60), dette pavirker resultatene for dag 60

Resultatene fra scoringen ved nulltidspunktet viste en signifikant (P < 0,05) hgyere andel klipe- og
udefinerte skader i bensegmentet merus enn i de andre tre segmentene, figur 8.
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Figur 8 Fordeling av klipe- og udefinerte skader pd Sngkrabber registrert ved dag 0

Fyllingsgraden, malt ved dag 100, er vist i tabell 9 og figur 9. Den prosentvise mengden kjgtt og skall i
kluster var signifikant forskjellig mellom de to gruppene, p = 0,01 og 0,007. Det samme ble observert
for kjgttmengden (%) i fattene, p=0,027 og p=0,006. Skulderdelen av krabbene viste signifikant forskjell
i prosentvis kjgttfylde, P=0,000134, og i svinn, p=0,000012.

Tabell 9

oppgitt som £

Kluster
Bein
Klo
Skulder

Ikke-foret

Kluster

Bein

Foret

Klo
Skulder

Vekt (g)

161,6
75,7
48,5
36,0

162,7
77,9
44,1
38,0

*

*

*

I+

I+

I+

I+

58,6
24,7
20,6
15,0
71,0
34,4
20,4
15,6

Kjgtt (g)
76,5 + 29,7
345 + 11,9
209 + 93
21,1+ 97
81,1 + 359
376 + 17,5
200 + 94
235 + 10,6
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Skall (g)
69,6 + 237
354 + 11,2
226 + 90
11,6 + 4,2
66,7 + 280
346 + 14,8
204 + 94
11,6 + 4,6

Fyllingsgrad (g) og HI (%) hos Sngkrabber etter 100 dager med og uten fértilgang. Standardavvik

H1%

3,2

4,6
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Figur 9 Fyllingsgrad hos sngkrabbe som har veert foret eller ikke féret i 100 dager. * indikerer signifikante
forskjell mellom de to gruppene (fér/sult)

3.3 Forsgklll

Det ble til sammen gjennomfgrt 8 remmingsforsgk fra teine. Tabell 10 oppsummerer vare funn. Det
ble kun observert to vellykkede réemmingsforsgk hvor sngkrabbene klarte 8 komme seg ut av teinen.
Det ene var i teine utstyrt med agnpose, hvor en krabbe klatret opp etter posen. | det andre tilfelle
kom tre krabber seg ut av teinene etter 14 dager. Mellom dag 14 og dag 30 rgmte ingen krabber.
Mellom dag 30 og 45 rgmte det ytterligere en krabbe. Naermere ettersyn av de tre remlingene viste
at samtlige var sma individer som mest sannsynlig presset seg ut giennom maskene i teinen og ikke
klatret ut. Disse var signifikant mindre enn de gjenvaerende i teinene (P=0,003) (figur 10).
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Figur 10  Boksplott som viser vektfordeling til krabben i teina (1) og til remte krabber (2)

| det siste forsgket var agnposen plassert utenfor teinene, for a lokke dem ut. Vare observasjoner viser
at krabbene aktivt prgver @ remme, men slik teinen er utformet sa klarer kun de minste krabbene
(under 300 gram og under 9 cm skallbredde) & komme seg ut (tabell 10). Det ser ut til at
hovedutfordringen er at de ikke klarer a passere den hvite plastkraven som omgir inngangspartiet pa
teinen. Selv om teinen star i skra posisjon klarer de ikke 8 komme seg ut av den. Det ble ikke observert
dgdelighet, aggressiv adferd eller kannibalisme i forsgksperioden i noen av teinene med unntak av det
siste langtidsforsgket hvor vi fant 1 dgd krabbe i teinen etter 45 dager. Disse resultatene samsvarer
med forsgk | og Il som viser at krabbene er robuste med tanke pa levendelagring bade i kar og teine.

Tabell 10 Rgmmingsforsgkene med ulike eksperimentelle betingelser

Tid (dggn) Behandling Dyr start (n) Rgmt (n)

3 Uten agnpose 40 0
10 Uten agnpose/agn i kar 60 0
21 Med agnpose 21 1
21 Uten agnpose 21 0
13 8 °skréning pa teine 19 0
13 18° skraning pa teine 19 0
16 20° skraning /agn i kar 20 0
45 3 teiner uten agn/agn i kar (a 20 pr. teine) 90 4
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3.4 Forsgk IV

Det er etablert kontakt med eksperter pa Hematodinium i USA. Det har i tillegg blitt etablert kontakt
med CEFAS (European Union Reference Laboratory for Crustacean Diseases). Det vil fremover vaere
viktig a fokusere pa den generelle helsestatusen til krabbene, derfor vil et videre samarbeid med CEFAS
veere sveert nyttig. Videre er det hentet inn eksperthjelp til & vurdere en rekke snitt. Ingen av krabbene
vi har studert til nd baerer preg av stor infeksjon sett ved histologi. Det betyr imidlertid ikke at det er
fraveer av infeksjon. PCR-funn tyder pa at noen krabber muligens var infisert av Hematodinium sp.,
men det var trolig for tidlig i infeksjonsforlgpet til 3 detektere ved hjelp av histologi. Av 30 undersgkte
krabber var det 6 som gav positivt PCR-produkt og som trolig var tidlig i infeksjonsforlgpet.
Sekvensering viste delvis overlapp med Hematodinium noe som styrker mistanken om at det var DNA
fra parasitten Hematodinium som ble amplifisert ved PCR reaksjonen. Vi har ingen grunn til & mistenke
at Hematodinium-infeksjon er et stort problem i vare farvann per dags dato. Vi har na etablert en rekke
verktgy som vil kunne brukes ved mistanke om BCD. Av de etablerte metodene vil spesielt farging av
hemolymfe, beskrevet i vedlegg 1 og 2, vaere sveert viktig. Metoden tillater screening av krabber uten
a ta livet av den. Den er hurtig og er muligens noe lettere a tolke enn histologi og ber vaere fgrstevalget
ved mistanke om infeksjon. Dernest bgr det vurderes om det skal foretas histologi og PCR.
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4 Diskusjon

4.1 Forsokl

Vanntemperaturen er kjent for a veere den dominerende miljgfaktor som styrer adferd, fysiologi og
overlevelse av kaldtvannsarter som sngkrabbe (Hardy et al., 1994; 2000). | en tidligere studie fant vi
klare resultat pa at sngkrabbene er en ekstremt kuldekjeer art og at temperaturer over 5 °C bgr unngas
ved levendelagring over tid (Siikavuopio et al.,, 2017). Det ble ikke observert dgdelighet og vare
resultater er i samsvar med tidligere funn (Siikavuopio et al., 2017). Innenfor en periode pa 60 dager
var det ingen malbare forskjeller mellom gruppene i de velferdsparameterne som ble malt. Det er en
tendens til reduksjon i hepatopankreasindeksen over tid selv om den ikke var signifikant forskjellig.
Videre pavirkes den biokjemiske sammensettingen i muskel og i HI svaert lite under levende lagring. En
utfordring med vart datasett er stor variasjon mellom individene i biokjemisk sammensetting. Det ble
tatt ut 5 prgver av henholdsvis muskel og HI ved hvert maletidspunkt som ser ut til & veere for liten
samplingsmengde for a fange opp mulige forskjeller. De histologiske prgvene viser klare signifikante
forskjeller over tid, noe som viser at det skjer en rekke biokjemiske forandringer i HI som vare
biokjemiske analyser ikke klarer a fange opp.

Uansett hvor stor variasjon, viser vart forsgk at det er mulig @ mellomlagre sngkrabbe ved bade 1 °C
og 5 °C opp til 60 dager, gitt at de holdes under betingelsene beskrevet i material og metode. Videre
spares betydelige energikostnader ved & lagre dyrene ved 5 °C kontra 1 °C, noe som vil ha stor
gkonomisk betydning ved levendelagring av krabben.

4.2 Forsokll

| forsgk I, hvor temperaturen ble holdt under 5 °C, var det bare ett individ som dgde i Igpet av
forsgksperioden. Dette viser evnen sngkrabbe har til 8 overleve lenge uten tilgang pa mat. Noen av
skadene som ble registrert i forsgket var allerede pabegynte skader fra fgr forsgksstart og ikke et
resultat av aggressiv adferd mellom krabbene. Evalueringen av adferd viste at begge férgruppene
scoret hgyt i de tre fgrste kriteriene, med fa fot-, ledd- og spisstap i Igpet av forspket. Mot slutten av
forspket ble det observert en liten gkning i antall klipeskader i begge gruppene.

En av skadene registrert ved forsgksstart var sa alvorlig at det fgrte til tap av gangbein, noe som er sett
i tidligere forsgk (Siikavuopio et al., 2016). Pabegynte fottap og senere fottap er muligens krabbens
evne til 3 kvitte seg med skadede fgtter (autotomi), som vist hos ullhandskrabber (He et al., 2016), og
ikke ngdvendigvis et resultat av aggressiv adferd fra andre krabber. Det kan heller se ut til at
sngkrabben er lite aggressiv av natur. Til motsetning til amerikansk hummer, som utviser aggressiv
adferd ved hold i kar uten skjulested og ved store individforskjeller (Waddy et al., 1995). De observerte
skadene fra dag 0, er et mulig resultat av mekaniske skader ved handtering under fangst eller fra livet
i sjgen. | Igpet av forsgket ble det kun registrert en ny udefinert skade. Dette kan tyde pa at det var
generelt god handtering og dyrevelferd gjennom hele forsgket. Skader pafgrt ved fangst har negativ
innvirkning pa dyrevelferd og gkonomi. Videre forsgk pa dette er viktig for a bedre velferden til dyrene
ved fangst. Sa langt, til forfatternes kjennskap, er det gjort lite forskning pa biologiske effekter av
skader, som klotap/av-kloing. Derimot er det gjort en rekke forsgk pa effekten klofangst har pa ville
bestander av for eksempel steinkrabber og taskekrabber. Duermit et al., (2017) viste en lavere
gjenfangst av steinkrabber, Menippe spp., etter klofangstfiske. Szerlig gjaldt dette krabber med store
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skader etter av-kloingen, som igjen gir gkt dgdelighet innen kort tid (Duermit et al. 2015) og kan ogsa
pavirke evnen til reproduksjon.

Hovedarsaken til at krabbene i forsgk Il klarte seg sa lenge uten mat ser ut til a skyldes det sveert lave
stoffskiftet som gir et lavt energibehov, og store energilager i hepatopankreas (Siikavuopio et al 2017).
Den observerte forskjellen i HI, ved forspksslutt, samsvarer med resultater fra for-sultforsgk
gjiennomfgrt pa ullhandskrabbe, Eriocheir sinensis (Wen et al., 2006). Etter lengre tid med sulting,
kontra foring, vil HI veere lavere hos krabber som har vaert sultet. Hepatopankreas, nylig foreslatt kalt
perigastrisk organ, forgrener seg fra midttarmen og er hovedorganet for opptak og lagring av
naeringsstoffer, i hovedsak lipider. Organet er spesielt viktig ved sulting hvor lipidene blir en viktig
energikilde, etterfulgt av protein fra muskulaturen. Dette samsvarer med vare funn hvor vi ser at
Hepatopankreas-indeksen er signifikant lavere i gruppen som har sultet.

Videre ser vi ogsa at den sultede gruppen etter 100 dager ogsa har begynt a bryte ned muskel da
muskelmassen hos den sultede gruppen er mindre enn hos den férede gruppen. For a holde pa
muskelmassen bgr man vurdere vedlikeholdsforing etter 60 dager jamfer forsgk Il.

4.3 Forsok Il

Det ble kun observert to vellykkede remmingsforsgk hvor sngkrabbene klarte 8 komme seg ut av
teinen. Det ene var i en teine utstyrt med agnpose, hvor en krabbe klatret opp etter posen. | det andre
tilfellet kom tre krabber seg ut av teinene etter 14 dager. Samtlige av disse krabbene var sma, og med
stor sannsynlighet har de klart 3 presse seg gjennom maskene pa teina. Vi observerte ingen dgdelighet
i noen av teinene i de 7 forsgkene som ble gjiennomfgrt (kun i det siste forsgket som varte i 45 dager),
noe som tyder pa lite stress eller lav negativ sosial adferd hos sngkrabbe nar den star fanget i teinene.
Det ble ogsa gjort et pilotfeltforsgk av Nofima i november 2017 for & undersgke om krabbene forsvant
fra teine under kommersielt fiske. Mest sannsynlig skyldes tap eller nedgang i fangst at predatorer som
torsk, flekk- og blasteinbit kommer seg inn i teinene og forsyner seg av fangst. Vi har sikre
observasjoner pa at dette kan skje, ved at det ble fanget flekksteinbit i teine under forsgksfiske etter
sngkrabbe i november 2017. Ved disseksjon av flekksteinbit fra teinen ble det funnet sngkrabberester
i magesekken, som er en indikasjon pa predasjon i teine (pers. medd. Gustav Martinsen, Nofima).

P3 tokt i Smutthullet (76°22 N og 40°23 @) med torsketral i manedsskifte oktober/november 2017, ble
ett sett med sngkrabbe-teiner tatt under traling pa 230 meters dyp. Settet med teiner manglet iler og
blaser viste seg a veere tapt, eller gjenglemt. Disse sngkrabbeteinene var norskproduserte (manglet
bomullstrad som russiske fiskeredskaper har) og stammer trolig fra krabbefisket som foregikk i
Smutthullet fram til sommeren 2015. Norge og Russland ble pa et mgte pa Malta sommeren 2015,
enige om at sngkrabbe skal forvaltes som en sedentzer (bofast) art. Dette fgrte til at Russland fikk
kontroll over det meste av kontinentalsokkelen i Smutthullet, mens Norge kun disponerer ca 15 % av
det sgrvestlige omradet i Smutthullet. Fra Norsk side, har det derfor ikke vaert giennomfgrt noe fiske
etter sngkrabbe sa langt gst i Smutthullet siden 2015. Kun 10-12 teiner ble berget ombord, mens resten
av teinene gikk tapt og forsvant mot bunnen. | de teinene som ble berget ombord, ble det samlet ca
120 kg levende krabber. | tillegg ble det registrert omtrent like mye ded krabbe i teinene. Dette
indikerer at tapte og gjenglemte teiner representerer et betydelig spgkelsesfiske etter sngkrabbe. Det
vil si at de krabbene som dgr fungerer som agn og fisker nye krabber. Spgkelsesfiske etter krabben vil
i sa mate vedvare sa lenge teinen ikke er skadet pa noen mate, eller blir tatt under fiske med bunntral
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etter torsk og reker. Et enkelt tiltak for & unnga dette spgkelsesfisket er a innfgre et pabud a sy inn
bomullstrad i sidene pa teine, som ved tap vil ga i opplgsning og krabbene slippes fri.
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4.4 Forsgk IV

Ingen av krabbene vi har studert til na baerer preg av stor infeksjon av Hematodinium sp. sett ved
histologi. Det betyr imidlertid ikke at det er fraveer av infeksjon. PCR-funn tyder pa at noen krabber
muligens var infisert av Hematodinium sp., men det var trolig for tidlig i infeksjonsforlgpet til a
detektere ved hjelp av histologi. Pa grunn av at parasitten kan smitte direkte fra infisert krabbe til
neste krabbe, bgr man helst unnga a kaste restrastoff fra sngkrabbe over bord i rd og ubearbeidet
tilstand. Det skal ogsad nevnes at vi ogsa har observert parasitten Johanssonia arctica (Hirudinea),
sittende fast pa sngkrabbe, illustrert i bildet under. Parasitten er kjent fra kongekrabbe i Barentshavet
men ikke beskrevet funnet pa sngkrabbe i Barentshavet. Det er viktig a fokusere pa den generelle
helsestatusen til sngkrabbe i Barentshavet og mulige konsekvenser for a vaere bedre rustet med tanke
pa forvaltning av denne verdifulle ressursen.

Bildet viser parasitten Johanssonia arctica (Hirudinea).
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5 Oppsummering
Forsgk |

e Levendelagring av krabbe pa opptil 60 dager uten foring ved 1 °C og 5 °C gir ingen dgdelighet,
ingen vekttap, ingen skader og ikke malbart stressniva.

Forsgk Il

e  Foring gir ikke forbedret dyrevelferd relatert til gkt frekvens av negativ adferd.

Forsgk Il

e  Dagens sngkrabbeteine er remmingssikker for krabbe over 9 cm i skallbredde (>300 g).
e  Statid pa teiner pa 45 dager fgrer ikke til gkt dgdelighet.

Forsgk VI

e Ingen tegn til akutt infeksjon av parasitten Hematodinium.

e  P3 grunn av parasittens levesett (direkte smitte mellom krabber) anbefales at alt av restrastoff
behandles fgr gjenutsetting, eller tas pa land.

6 Takk

Vi gnsker a takke styringsgruppen, FHF, CapeFish, Opilio AS, Arctic Catch AS og Havbruksstasjon i
Tromsg for flott stgtte og hjelp i forbindelse med prosjektene. Spesiell takk rettes til Arne Birkeland
for deres innsats for a fa prosjektet landet. Vi gnsker til slutt a8 takke Theodore R. Meyers og Pamela
Jensen, Division of Fisheries Rehabilitation, Enhancment and Development, Alaska Department of Fish
and Game, Alaska, for all hjelp og st@tte i forhold til arbeid med parasitten Hematodinium.
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Vedlegg 1

J/Nofima

Protokoll for uttak og
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Denne protokollen er en enkel veiledning for
pavisning av parasitten Hematodinium i
hemolymfe fra sngkrabber.

Parasitten forarsaker sykdommen «Bitter crab

disease» | en rekke krabbearter inkludert
sngkrabber.

Prosjektet er finansiert av:

FH F FISKERI- OG HAVBRUKSNARINGENS
FORSKNINGSFOND

1 )Nofima



HEMOLYMFEPR@VE

Utstyr: Sproyte (5ml), kanyle (0.4 x 19 mm)

/ »

()
By de to bakerste fattene bakover
for a strekke ut skulderleddet.

Hold sprgyten parallelt med foten og stikk kanylen halvveis
inn i skulderleddet, like under huden. Hold spreyten i ro og
ta preven (maks 1 ml).



HEMOLYMFEUTSTRYK

Utstyr: Rene objektglass, metanol, prevergr (50 ml) og objektglassboks.

Sett det andre objektglasset pa skra
(30-40° vinkel) fremfor drapen.

Plasser en drape (pa storrelse
med et knappenalshode)pa
enden av objektglass 1.

0 Med bestemt hand, skyv det
fremover langs glasset. Avslutt
7 / ] utstryket % cm fra skrivefeltet.

Unnga at hemolymfen renner
utenfor kantene. Det ekstra
objektglasset kastes.

Dra det bakover inn til
hemolymfedrapen.

La utstryket t@rke i ca 10
minutter. Rist objektglasset for
a redusere tgrketiden.

metanol i 5
minutter. Dette
fester utstryket til
objektglasset. La
utstryket lufttgrke
etter fiksering.
Utstryket lagers i
objektglassboks.




FARGING AV HEMOLYMFEUTSTRYK

Utstyr: Diff Quik fargelosninger (Medion Grifols Diagnostics AG), destillert

vann, fargekar og objektglasstativ.

(1) 12

Dypp utstryket 5 x 1 minutt i Dypp utstryket 5 x 1 minutt i
Diff Quik Fix. Diff Quik .

La overskytende vaeske renne av mellom hvert dypp.

Destillert
vann

(3]

Dypp utstryket 5 x 1 minutt i o

Diff Quik I. Vask utstryket i destillert vann
og la deretter utstryket

La overskytende vaeske renne lufttérke fer mikroskopering.

av mellom hvert dypp.



MIKROSKOPERING

Utstyr: Mikroskop og ferdigpreparerte hemolymfeutstryk.

Juster mikroskopet i henhold til
leverandgrens anbefaling.

9 Mikroskoper utstyrket. Start
med laveste forstgrrelse og
bruk deretter hoyere (40x) for
identifisering av mulige
parasitter.

9 Hematodinium sp. har en
rekke livsstadier. Vi forventer
a finne trofonter av parasitten
ved hjelp av denne metoden.
Den skiller seg fra krabbens
egne celler med sin
skumlignende cytoplasma og
tett klumpete kjerne.

Hemolymfeutstryk fatt fra Theodore R Meyers 5
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Vedlegg 2

Scoring av skader hos Sngkrabber

Av: Gunhild Seljehaug Johansson

Chela/Claw
(Includes dactyl Carapace
and manus) ™~
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(Claw and arm)
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#  Pereipods
Walking legs 1-4

Sternum

.,
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Definering av
foter og ledd
for enklere
registrering i
skjema

Venstre klo | HK | Hgyre klo

Venstre fot 1|HF1| Hgyre fot 1 [

Venstre fot 2|HF2| Hgyre fot 2 |

Venstre fot 3|HF3| Hgyre fot 3

Venstre fot 4|HF4| Hgyre fot 4

*teller foter forfra




Fottap

Score 1: Fot inntakt/pa | Score 2: Mulig pabegynt fottap | Score 3: Fot halvveisav | Score 4: Fot mangler/av

Venstre kio | HK | Hayre kio

iss i Venstre fot 1|HF1[ Hayre fot 1
ulig pabegynt spisstap fot 2| HF2] Hoyre fot 2

2 muligpibegyntfottap 2 mulig pbegynt leddtap

fot 3[HF3| Hoyre fot3
fot 4 HF4 Hoyre fota
“teller foter forfra

3 fothalvveisav piss halvveis av

|4 fot mangler

3 ledd halvveisav I
14 ledd mangler spiss mangler

Forsgksnr.:
Dato:
Navn:
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Leddtap
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] / ]

STATUS HOS SN@KRABBER
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T2 spissinntake/pa
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Spisstap

Score 1: Spiss inntakt/pd | Score 2: Mulig pabegynt spisstap | Score 3: Spiss halvveis av | Score 4: Spiss mangler/av

STATUS HOS SNGKRABBER

Score foter Score leddtap Score fot/klo-spiss
1 fotinntakt/pd 1 leddinntakt/pd 1 spissinntakt/pd
2 mulig pabegynt fottap

Venstre klo | HK | Heyre ko

[Venstre fot 1|HF1| Hayre fot 1 Forsgksnr.:

2 muligpibegynt leddtap mulig pabegynt spisgtap fot2|HF2| Hayre fot2 Dato:
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STATUS HOS SN@KRABBER

Score foter Score leddtap Score fot/klo-spiss VK | Venstre klo | HK | Hgyre klo
1 fotinntakt/pi 1 ledd inntakt/pa spiss inntakt/pa VF1|Venstre fot 1[HF1[ Hoyre fot 1
5 VF2|venstre fot 2| HF2| Hoyre fot 2
2 mulig pibegynt fottap 2 lig pabegynt leddt: 2 lig pabegynt spisst Dato:
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