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Forord

Arbeidet i1 denne masteroppgaven ble utfgrt ved Institutt for arktisk og marin biologi ved
Fakultetet for biovitenskap, fiskeri og skonomi, Universitetet i Tromsg. Oppgaven ble pabegynt
i februar 2018 og avsluttet i mai 2019.

Farst og fremst rettes en stor takk til min hovedveileder professor Even Hjalmar Jgrgensen.
Stort engasjement, tett oppfelging og faglige diskusjoner har veert et avgjgrende bidrag til god
motivasjon i lgpet av masterperioden. Takk for latter og gode historier fra da alt var
«vanskeligere og teffere fgr i tiden». Videre vil jeg takke Anja Striberny som alltid hadde en
der apen til kontoret. Du har absolutt veert helt avgjgrende for at denne oppgaven til slutt fant

sin form. God oppfelgning pa laboratoriet og hjelp med skriveprosessen settes veldig stor pris

o

pa.

Takk til Jo Espen Tau Strand, Helge K. Johnsen og Alex West for hjelp med & male
gjelleaktivitet pa laboratoriet. Det hadde jeg aldri klart alene. Anja Sjgvoll, tidligere vikariat,
har ogsa veert en viktig ressurs ved preveuttak i forsgksperioden, sa tusen takk for ditt gode

humgr og bidrag ved Havbruksstasjonen i Tromsg.

Til sist, men ikke minst: mine gode klassekamerater. Tusen hjertelig takk for en fantastisk
studietid i Tromsg. Dere har vert en viktig grunn til en artig og hyggelig hverdag i fem ar. Vi
har hatt bade gode og darlige diskusjoner underveis, men det har skapt leerdom og mye latter.
Turer, fester, lunsjer og andre sosiale hendelser vil bli husket for alltid. Jeg kommer til & savne
dere, men gnsker dere lykke til i fremtiden og haper pa det beste for hver og én. Vi mgates

garantert ved en annen anledning, faglig eller ikke.

Daniel Engen Lauritzen

Tromsg, mai 2019






Sammendrag

Nye metoder for & smoltifisere lakseunger er stadig vanligere. Den klassiske metoden er a
regulere daglengde for & simulere en naturlig sesongrytme, mens det i dag blir vanligere a tilfgre
salt i ferskvann- og/eller for for & stimulere smoltifisering. Samtidig vil akterer ha
settefiskperioden lengere slik at smolten er stgrre ved utsett. Bruk av disse metodene anses a
bidra til raskere smoltifisering, redusert vekttap og en smolt som er mer robust og mindre
mottakelig for sykdom ved utsett. Dette tenkes & redusere svinn i sjg. Det er i dag publisert
litteratur med ulike konklusjoner om hvorvidt behandling med saltberiket fér bidrar til

fullstendig smoltifisering, og god nok sjgvannstoleranse for et liv i saltvann.

| dette forsgket ble to stgrrelsesgrupper av Atlantisk lakseparr (Salmo salar L.) med startvekt
40 g og 130 g behandlet med daglengdemanipulasjon og saltberiket for for a stimulere
smoltifisering, og deretter overfart til sjgvann. | ferskvannsfasen var malet & studere utviklingen
av sjgvannstoleranse basert pa blodpraver fra sjevannstester og genuttrykk/aktivitet av
saltvannspumper i gjelle hos fglgende behandlingsgrupper: kontinuerlig lys (LL) og LL avbrutt
av et seks ukers opphold pa kort daglengde (SP, 18:6t marke/lys) pa kontrollfor, og samme
behandlingsgrupper pa saltberiket for (LL +salt og SP +salt). Ferskvannsperioden varte i fire
maneder (februar — mai) med preveuttak i februar (T1), mars (T2) og mai (T3). Blod fra fisk pa
sjgvanntester (24 t) og preveuttak av gjellevev utgjorde det biologiske materialet for
laboratorieanalyser og statistiske beregninger ble basert pa resultater fra dette. Resultatene fra
enzymaktiviteten, Na*/K*-ATPase (NKA), var noe uforventet ettersom det ikke var noen klar
forskjell mellom behandlingsgruppene og heller ingen markant gkning i lgpet av
ferskvannsfasen. Utviklingen av NKA genuttrykk viste at ala isoformen (ferskvannsformen)
ble redusert hos alle behandlingsgruppene, mens alb (saltvannsformen) ble forsterket hos
begge saltgruppene hos sma fisk, samtidig som det ikke var klare forskjeller og endringer hos
stor fisk. Plasma osmolalitet etter sjgvannstestene minket gradvis i lgpet av ferskvannsperioden
hos alle behandlingsgruppene, mens kloridkonsentrasjonene ikke endret seg vesentlig. Bade
osmolalitet- og Kloridverdier var imidlertid innenfor det som forventes hos sjgvannsadaptert

laks.

Pa tross av fa forskjeller mellom behandlingsgruppene i lgpet av ferskvannsfasen, var det
markante effekter av behandlingene pa sjevannsprestasjon. Gruppene som ikke ble gitt
smoltstimulerende behandling i ferskvann (LL kontroll) hadde lav tilvekst mens SP kontroll
(standard smoltifiseringsbehandling) hadde 3 til 6 ganger hayere tilvekst enn LL kontroll den

forste maneden i ferskvann. Tilveksten i LL +salt kom noenlunde likt ut med hensyn til tilvekst



som SP kontrollgruppene, mens gruppene hvor lys- og saltbehandling ble kombinert kom best
ut, serlig hos stor fisk. Konklusjonene er at saltberiket for gir en god tilvenning til et liv i
saltvann mht. hypoosmoregulering, men at lysbehandling stimulerer egenskaper som forbedrer
fiskens prestasjon i sjgen. Dette studiet kan ikke gi svar pa hvilke, men hormonelle og

metabolske tilpasninger kan veere mulige kandidater.
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Innledning

1. Innledning

1.1 Smoltifisering hos Atlantisk laks

Laksefamilien (Salmonidae) bestar av elleve ulike slekter som alle tilhgrer klassen Beinfisk
(Teleostei). En slekt, sers kjent i norsk oppdrettsnaring, er Salmo. Det er innenfor denne slekten
vi finner arten Salmo salar (Linnaeus, 1758), populert kalt Atlantisk laks eller bare laks. Denne
arten er viktigst i norsk oppdrettsnaering. Den ville laksen klekker i ferskvann, hvor den etter
ett til syv ar, oppholdet avhenger av breddegrad, forlater ferskvannet og migrerer ut i sjgen pa
jakt etter rikelig med fede (Metcalfe et al., 1990). Nar den sjgvannsdyktige unge fisken,
smolten, skal forlate ferskvann er det sveert avgjerende at dette skjer i et sakalt gkologisk
smoltvindu (McCormick et al., 1998). Det gkologiske aspektet er her basert pa at det estuarine
miljg, overgangen mellom fersk -og saltvann, har riktig temperatur og god tilgang pa nering
nar smolten migrerer og passerer denne sonen. Et ngdvendig utgangspunkt for hgy overlevelse
er ogsa at fisken er fysiologisk klar for denne overgangen, noe som innebarer at smolten pa
forhand har gjennomgatt de forandringer som kreves for a blant annet handtere sjgvannets hgye
saltinnhold (McCormick et al., 2013). Hvis smolten overlever migrasjonen vil den etter ett til
fem ars vekst i havet vende tilbake til elven den opprinnelig forlot for & gyte og dermed fullfare
sin livssyklus (Thorstad et al., 1987). Det biologiske fenomenet der fisk migrerer til sjgen for
a utnytte de rike matforekomstene og deretter vende tilbake til ferskvann for & gyte kalles
anadromi (Meek, 1916).

Transformasjonen fra & veere en territoriell, aggressiv og stasjoneer parr, til & bli en marin,
pelagisk karnivor krever en rekke uavhengige, men koordinerte biokjemiske, fysiologiske,
morfologiske og atferdsmessige endringer (McCormick et al., 1987; Stefansson et al., 2008).
Utviklingen av disse endringene i individet kalles parr-smolt transformasjon (PST), eller
smoltifisering. Forandringer i lipidmetabolisme, ione- og osmoregulering, oksygentransport,
oppdrift, vekst, farge, form og atferd er alle viktige forberedelser pa et marint liv. Endringene
synkroniseres av ytre faktorer, spesielt fotoperiode (daglengde, antall timer lys gjennom
dagnet) og temperatur, slik at smoltifiseringen er fullfert nar det gkologiske smoltvindu
inntreffer (McCormick et al., 2013). Pa tross av adaptive forandringer vil nedstrgms -og
sjgvannsmigreringen allikevel vere knyttet til naturlig hey dedelighet (Dempson et al., 2011;
Kocik et al., 2009; Lacroix et al., 2005). Ferdsel gjennom omrader preget av hgyt



Innledning

predasjonspress og varierende tilgang pa nearing anses som primare arsaker til denne
dedeligheten (Spence et al., 2010).

1.2 Fotoperiode og temperatur

Smoltifisering starter nar lakseungen, parren, har nadd en tilstrekkelig sterrelse (= 10 cm). Den
naturlige prosessen er synkronisert av en arlig fotoperiodesyklus med avtagende daglengde pa
hasten, etterfulgt av kort daglengde pa vinteren og deretter gkt daglengde pa varen (Duston et
al., 1992; Skilbrei, 1991; Villarreal et al., 1988). For at smoltifiseringen skal veere fullstendig
er fisken altsd avhengig av a ha veert eksponert for kort daglende, et vintersignal, far varen
kommer (Bjornsson et al., 1989; Clarke et al., 1989; Stefansson et al., 1992; Thrush et al.,
1994).

Forlenget fotoperiode om varen utlgser en robust utvikling av nerveforbindelser mellom retina
og det preoptiske nukleus i forhjernen, hvorfra regulatoriske funksjoner i hypotalamus styres
(Ebbeson et al., 2007). Plasmanivaet av veksthormon (GH), kortisol, og thyroidhormoner gker
ved forlenget daglengde. Veksthormon er spesielt responsivt der endringer i plasmaniva kan
males allerede etter noen dager (Bjornsson et al., 2011; McCormick et al., 1995). Fotoperiode
er altsd en sesongbetinget tidsgiver («zeitgeber») som utlgser en kompleks rekke av
utviklingsmessige prosesser som samtidig synkroniserer det fysiologiske med det gkologiske
smoltvinduet. Det er tidligere vist at smoltifiseringsprosessen krever ca. 360 degngrader (=
antall dager x gjennomsnittlig temperatur) for & bli komplett og gkte vanntemperaturer vil

derfor bidra til en raskere smoltutvikling (Handeland et al., 2004).

1.3 Endokrin kontroll

| hypofysen finnes det spesialiserte celler som sgrger for produksjon og sekresjon av mange
hormoner, blant annet veksthormon, adrenokortikotropt hormon, thyroidea stimulerende
hormon og prolaktin, som alle er med pa a stimulere og regulere smoltifiseringen (McCormick,
2013b).
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Veksthormon og kortisol interagerer for a stimulere utviklingen av hypo-osmoregulatoriske
mekanismer 1 gjelle, mage/tarm og nyre, som igjen resulterer i gkt salinitetstoleranse og
forandringer i vekst og metabolisme (McCormick et al., 2000). Thyroidhormoner har en viktig
rolle i reguleringen av morfologiske forandringer (sglvfarging) og atferd. Det er derimot antatt
at prolaktin virker inhiberende pa smoltifisering ettersom det er vist at plasmanivaet av dette
hormonet reduseres under PST (McCormick, 2013Db).

1.3.1 lone -og osmoregulering

God sjgvannstoleranse innebzrer at fisken utvikler hypo-osmoregulatorisk kapasitet,
funksjonelt relatert til fysiologiske forandringer i gjelle, tarm og nyre (Hoar, 1988). Den unge
lakseparren har mekanismer som sgrger for et aktivt opptak av natrium (Na) og klorid (CI) over
gjellene i ferskvann for & kompensere det tap av ioner over gjellevevet som skyldes
konsentrasjonsgradienten mellom ferskvann (0 mOsmol/kg) og fiskeblod (= 330 mOsmol/kg).
Samtidig skiller den ut mye, og fortynnet, urin for 1. & kvitte seg med vann som siver inn i
fisken og 2. minimalisere passivt tap av ioner til miljget. | lgpet av smoltifiseringen tilegner
fisken seg evnen til & aktivt drikke saltvann for & forhindre dehydrering pa grunn av passivt tap
av vann til miljeet. Det blir avgjgrende at laksen skiller ut sma mengder iso-osmotisk urin med
overflgdig innhold av divalente kationer, samt aktivt sekrere Na og Cl over gjellene for a
kompensere for en passiv influx av ioner over gjellene, men ogsa for de ionene som falger med
sjsvannet nar fisken drikker. Dette er ngdvendig for & opprettholde den osmotiske gradienten
mellom fiskens indre miljg (330 mOsmol/kg) og sjgvannet utenfor (1000 mOsmol/kg)
(Edwards et al., 2013; Evans et al., 2005). Grad av sjgvannstoleranse hos fisk i fangenskap er
ofte bestemt ved & male osmolalitet og konsentrasjon av kloridioner i plasma etter direkte
overfering fra ferskvann til sjgvann i en bestemt tidsperiode (for eksempel 24 t), kjent som

sjgvannstest (Clarke et al., 1996).

@kte nivaer av veksthormon i plasma resulterer ogsa i gkte nivaer av insulinliknende
vekstfaktor I (IGF-1) (Stefansson et al., 2012). Kortisolnivaet vil ogsa gke, og sammen vil disse
hormonene stimulere til cellulzere og biokjemiske endringer i spesielle ionocyttceller i gjellene,
kalt mitokondrierike celler eller kloridceller. Disse finnes i to typer; en som fungerer nar fisken

er i ferskvann og en annen som fungerer nar fisken er i saltvann (Fig. 1).
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Figur 1 — Forenklet, skjematisk fremstilling av hvordan Kkloridcella forandres under

smoltifiseringsprosessen ved eksponering for ferskvann (FW) og saltvann (SW). NKAala dominerer hos
parr i ferksvann (A). Under smoltifiseringen vil antallet av NKAalb pumper gke (B). Etter eksponering til
sjgvann (C), vil antallet NKAalb pumper gke ytterligere, samtidig som NKAala forsvinner gradvis. NKA:
Na+/K+-ATPase; NKCC: Na+/K+/2Cl- cotransporter; CFTR: systisk fibriotiske transmembranregulator
(McCormick, 2013a)

Sjevannskloridcella inneholder flere ionepumper. NKCC er lokalisert i den basolaterale
membranen og pumper Na*, K* og CI" ioner fra ekstracelluleervaeska inn i kloridcella. NKA er
ogsa lokalisert i den basolaterale membranen, og denne pumper Na* ut av -og K* inn i
kloridcella og sgrger for at Na*-gradienten som er ngdvendig for at NKCC skal fungere er
opprettholdt. Dette farer til gkte nivaer av CI ioner i kloridcella som vil fglge en positiv
elektrokjemisk gradient gjennom en apikalt lokalisert CI- kanal, kjent som CFTR, og stramme
ut i sjgen. Natriumkonsentrasjonen i ekstracelluleerveaeska utenfor kloridcella blir ogsa hay etter
virkning fra NKAs funksjon og forsvinner fra gjellene via en paracelluler passasje
(McCormick, 2013b). NKA pumpas katalytiske enhet hos Atlantisk laks opptrer i to isoformer;
NKAala i ferskvannskloridcella, -og NKA alb i saltvannskloridcella (McCormick et al.,
2009). I ferskvann er NKAala lokalisert i bade filamenteare- og lamelleere kloridceller, mens
forekomsten av  NKAalb er svert begrenset og kan observeres i mindre filamenteaere
kloridceller som oppholder seg under epidermisk lag og vil av den grunn ikke eksponeres til
det ytre miljg, slik som ferskvannskloridcella. Det er farst nar gjellene eksponeres for sjgvann
at sjgvannskloridcella vil foreligge i den apikale overflaten og med dette veere kontinuerlig
eksponert til det ytre miljg. Pa dette tidspunktet er uttrykket av NKAala sterkt redusert. Okt
forekomst av NKAa1b synes a veare avgjerende for saltvannstoleranse hos smolt, da mengden
gjelle-mRNA av NKAalb gker under smoltifiseringsprosessen, mens mengden mRNA av
NKAala minker (Bystriansky et al., 2006; McCormick, 2013a; Nilsen et al., 2007; Richards et
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al., 2003). Smoltifiseringen medfarer ogsa gkt aktivitet av Na*/K*-ATPase ionepumpa og
denne utviklingen er ogsa en mye brukt indikator pa om fisken er smoltifisert eller ikke
(McCormick et al., 2007).

1.3.3 Morfologi

Produksjonen av thyroidhormoner, tyroksin (T4) og triiodothyronine (T3), eker under
smoltifiseringen og anses a vare involvert i atferdsendringer og morfologiske forandringer
(Hoar, 1988). Morfologiske forskjeller mellom en parr og en smolt er svert apenbare (Fig. 2).
Parr har som oftest marke, tykke striper som er vertikalt anlagt i laksens skinnoverflate. Under
smoltifisering vil disse merkene reduseres og gradvis forsvinne, mens den klassiske sglvfargen
vil eksponeres adskillig tydeligere, samt at halefinnen, ryggfinnen og bukfinnen blir markere.
Den tydelige sglvfargen er et resultat av gkt deponering av guanin og hypoxanthin i skinn og
skjell (Johnston et al., 1967), og sikrer kamuflasje i et pelagisk levesett. Utviklingen av de
gradvis markere finnene skyldes flere uker med ekspansjon av melanoforer, eller fargelegemer
(Mizuno et al., 2004). Smolten er ogsa slankere enn parren. Dette skyldes en gkt linear vekst
under PST og smolten vil naturlig ha lavere ratio mellom vekt og lengde, kondisjonsfaktor, enn
det parren har. Ettersom smoltifiseringen krever betydelig med energi, vil prosessen i stor grad
pavirke den generelle metabolske aktiviteten i form av mindre bevegelse og redusert fettprosent
(McCormick et al., 1987). Den hurtige lengdeveksten fremmer gode svemmeegenskaper og vil,

sammen med de gvrige endringene, gke overlevelsessjansene mot predasjonspress etter

sjgvannsmigrasjon.

Figur 2 - Morforlogiske forskjeller mellom en parr (gverst) og en smolt (nederst) av Atlantisk laks
(McCormick, 2013b).
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1.4 Produksjon av Atlantisk laksesmolt i oppdrettsnaeringen

| dag produseres det stort sett smolt som kan sjgsettes bade om hgsten og om varen. Det er
vanlig at det legges inn to grupper med rogn pa ulikt tidspunkt slik at de ikke klekker samtidig
samme ar. Dette hindrer akkumulering av biomasse pa et bestemt tidspunkt i anlegget. Rogn
som skal bli hgstsmolt (1/2 ars) legges inn i perioden desember — januar som gyerogn, mens
rogn som skal bli varsmolt (1 ars) legges inn i klekkeriene fra februar — mars. Etter klekking
holdes yngelen pa kontinuerlig lys for & sikre maksimal tilvekst. For hgstsmoltproduksjon er
det viktig med hgy vanntemperatur for & fremskynde utviklingen av individene, og nar
snittvekten ligger rundt 20 gram i slutten av juni er det vanlig & bruke daglengdemanipulasjon
for a stimulere smoltifiseringen. Daglengdemanipulasjon bestar i a redusere daglengden fra 24
t lys til 12 t lys hvoretter fisken holdes pa denne daglengden i 6 uker og deretter overfares
tilbake til 24 t lys for & stimulere smoltifiseringen. Laksen har da vart i gjennom komprimert
daglengdebehandling og skal veere klar for utsett i sjg etter 6 uker pa 24 t lys dersom
temperaturen er over 10°C i denne perioden (Stefansson et al., 2005). Bruk av lysstyring som
etterligner de naturlige lysforhold den ville lakseungen opplever (lang dag - kort dag = lang
dag) i naturen, har altsa veert den dominerende og sikreste metode for & stimulere og tidfeste

smoltutvikling i norsk lakseoppdrett. Heretter blir denne smolten kalt lys-stimulert smolt.

1.4.1 Smoltproduksjon ved bruk av salt i féret

Tidligere studier viser at saltberiket for (ca. 10-11% NaCl) stimulerer til gkt tetthet av
kloridceller og gkt NKA aktivitet i gjella, og dermed forbedret salinitetstoleranse (Basulto,
1976; Jackson, 1977; Perry et al., 2006; Salman et al., 1988; Zaugg et al., 1969; Zaugg et al.,
1983). Disse forskningsrapportene har blant annet fart til at kommersielle aktgrer har utviklet
saltberiket for til produksjon av smolt uten bruk av lysbehandling (heretter kalt salt-stimulert

smolt).

I Norge har firmaet Europharma AS (Leknes, Norge) utviklet et konsept, SuperSmolt, der
smoltifisering stimuleres ved at fisken gis et patentert spesialfor. Patentet hevder at foret, som
inneholder en forhgyet mengde kalsium, magnesium, natrium kloridioner og aminosyrer, vil
via kalsium sensitive reseptorer fare til en raskere og mer kontrollert smoltifisering uten bruk
av lysstyring. Dette hevdes a vere fordelaktig i og med at lysstyringen farer til redusert
kroppsvekt i den perioden fisken holdes pa kort dag, samt at fisken ikke desmoltifiserer dersom

overforing til sjg utsettes (Europharma, 2010). Vi vet at det i gjennomsnitt dgr ca. 15-20% av
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all smolt som settes ut i sjgen i dagens naring (SSB, 2016), og at smolt som ikke dgr kan ha
darlig appetitt og tilvekst. Dette betyr at mange post-smolt har darlig velferd samtidig som
produksjonskostnader gker. En fullverdig smoltifisering i settefiskfasen er altsa ngdvendig for
fullgod vekst og trivsel i sjgfasen. Det finnes imidlertid i dag ingen vitenskapelig dokumenterte
resultater for effekten av SuperSmolt konseptet pa fiskens smoltutvikling, prestasjon og velferd

etter utsett i sjg, slik vi kjenner den hos fullverdig smolt utviklet ved bruk av lysstyring.

1.5 Hypotese og malsetting

Var hypotese er at saltstimulert smolt utvikler sjgvannstoleranse (evne til a regulere ione -og
vannbalansen i sjgvann), men at de mangler mange av de andre egenskapene som lysstimulert
smoltifisering medfarer, herunder den hormonelle status som etter sjgsetting serger for hay
appetitt og et mage-tarm system som evner a prosessere bade store mengder saltvann og for, og

at de saledes ikke er en fullverdig smolt.

Dette ble undersgkt ved & sammenligne smoltutvikling i ferskvann og prestasjon i sjgvann hos
salt- og/eller lystimulert smolt. Forsgket ble gjennomfart pa to starrelsesgrupper som tilsvarer
0+ (startvekt = 40 g) og 1+ smolt (startvekt = 130 g). Gjennom behandlingsperioden i ferskvann
ble det avlivet fisk for blod- og vevsprever til analyser av osmolalitet, klorid, genuttrykk og
enzymaktivitet. Det ble ogsd gjennomfart sjgvannstester for & studere utvikling av
sjgvannstoleranse. | tillegg ble en undergruppe i hver behandlingsgruppe individmerket for
lengde- og vektmaling gjennom hele ferskvannsfasen. Etter ferskvannsperioden ble den
individmerkede fisken overfart til sjgvann og holdt der i 2 maneder. Fiskens tilvekst og

forinntak ble studert underveis.
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2. Materiale og metode

2.1 Forsgksfisk

Befruktet rogn var levert av AquaGen (Trondheim, Norge) og ble inkubert og klekket ved
Havbruksstasjonen i Karvika, Tromsg, hvor forsgket ble gjennomfart. Yngelen gikk pa
kontinuerlig lysregime etter startféring (17. mars, 2017) og frem til start av forsgket. Fisken ble
foret kontinuerlig gjennom hele dggnet med foringsautomater i henhold til stasjonens rutiner
og protokoller.

Fiskegruppen ble etter startforing delt i 2 grupper. Den ene gruppa ble holdt pa 10°C ferskvann
fra startforing til september, deretter 4°C ut november og til slutt pd 10°C far forsgksstart den
6.februar 2018. Den andre gruppa gikk pa 4°C fra startforing frem til 2 uker for forseksstart, da
temperaturen ble okt med 0,5°C/dag slik at den var 10°C ved start av forsgket. Dette resulterte
i 2 forsgksgrupper med fiskevekter pa 40 og 130 gram.

2.2 Velferd

Forsgket ble utfert i henhold til EU og Norge sitt lovverk for dyreforsgk, og er godkjent av det
norske Mattilsynet (Fots id. 13891). Lengde -og vektmaling ble gjennomfart etter fisken var
bedevd i 60 ppm Benzokain, mens det for blodprever og vevsuttak ble brukt overdosering med

160 ppm Benzokain og dekapitering.

2.3 Forsgksdesign

Ved forsgksstart flyttet vi fisk fra sine respektive stamkar til
i alt 16 kar pa 4 rom i forsgksavdelingen. Totalt 1400 parr
pa 30 gram ble fordelt pa to kar i hvert av de fire rommene;
175 fisk/kar i totalt atte kar. Totalt 1000 parr av 130 gram
starrelse ble ogsa fordelt i atte kar, altsa 125 i hvert. Karene
var sirkuleert utformet med 300 liters volum og vanninntaket
ble justert slik at det ble dannet en sirkuleer strem i karene

tilsvarende en vannstrgm pa ca 1 kroppslengde i sekundet

8 . ] . ) Figur 3 - Forsgksfisk merket med
for a redusere tendensen til dannelse av sosiale hierarkier  foy Tag.
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og for & gi bedre spredning av foret (Jgrgensen et al., 1994). | alt 20 fisk fra hver
starrelsesgruppe i alle behandlingsgrupper ble individmerket med «fingerling» Floy-tags (Floy
Tag Inc, WA, USA; Fig. 3). Datooversikt over vekt- og lengdemaling for Floy-merket fisk
finnes i tabell 2 (Appendix I).

Etter prgveuttak fra stamkaret ved starten av forsgket (Fig. 4, T1) ble to dupliserte
behandlingsgrupper i hver starrelsesgruppe (4 kar/stgrrelsesgruppe) satt over pa redusert
daglengde (SP; 6-t lys:18-t marke), mens de resterende behandlingsgruppene ble viderefart pa
kontinuerlig lys (LL). Etter 6 uker ble det gjort et nytt praveuttak av fisk (T2, Appendix I; tabell
1). Etter proveuttak ved T2 ble gruppene delt inn i to ulike diettregimer. En gruppe av hver
lysbehandling (fire kar/starrelsesgruppe) ble gitt kontrollfor (heretter kalt SP og LL), mens den
andre ble gitt saltfor (heretter kalt SP +salt og LL +salt). Kontroll- og saltforet var produsert av
Skretting (Stavanger, Norge) og saltforet var en nar ngyaktig kopi av det saltfor som brukes i
naeringen for a produsere smolt uten lysstyring. Sammensetning av kontroll- og saltforet er gitt
i Appendix Ill, tabell 8. I perioden hvor halvparten av gruppene ble gitt kort dag ble det foret
ut overskudd av pellets med skiveautomat i lysperioden for kortdagsgruppa for alle
behandlingsgrupper. Ved avslutning av ferskvannsfasen (15.05.2018) ble alle individmerkede
fisk fra duplikatene i hver behandlingsgruppe samlet i et av karene, hvoretter det ble tilfart
sjgvann (33 %o, 7°C). Fisken ble holdt p4 sjovann i 2 maneder (t.0.m 11.07.2018, Fig 4) og foret
med kommersielt tilvekstfor fra Skretting.

6 uker 6 uker SW

o/18 Bule s Tuker T Figur 4. Skjematisk presentasjon av
Behandling forsgksdesignet. Gruppene bestdr av
yngel i to  st@rrelsesgrupper
24 Ny 0000 | tilsvarende 0+ og 1+ smolt. Svarte
behandling horisontale  linjer  representerer
daglengden, grde horisontale piler
6/18 | mm—— ——e markerer lengden av saltbehandling,
I Salt & lys og sorte vertikale piler nar prgveuttak
behandling (T1-T3) og vekt -og lengdemdling (T1
,, | ERSSSSSSSSNNSS0 —T5) ble utfgrt. Alle prgveuttak under
LL kontroll ferskvannsperioden inkluderer ogsd
Preparatoriske forandringer SW prestasjon fisk som har blitt sjgvannstestet.
T T2 T3 T4 15 Eksperimentet  ble  utfgrt ved

i L i ¢ i Havbruksstasjonen i Tromsg.
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2.4 Prpveuttak

| ferskvannsfasen ble det gjort uttak av fisk pa 3 ulike tidspunkt; T1, T2 og T3 (tabell 1,
Appendiks 1). Ved T1 ble 10 tilfeldige fisk av hver starrelsesgruppe havet opp fra stamkaret og
anestesert i 160 ppm Benzokain vet. (ACD Pharmaceuticals AS Oslo, Norge). Videre ble fisken
veid (20,5 g) og lengdemalt (gaffellengde; + 0,1 cm). Etter dekapitering ble fiskens venstre
gjellelokk fjernet fra hodet og det ble tatt prover av farste gjellebue fra hodets venstre side;
gjellefilamentene ble skilt fra bruskfestet og delt i to biter. Disse ble videre delt inn i enda to
biter, slik at det var fire mindre biter. To og to av disse vevspravene ble lagt pa sine respektive
rar med 1 ml RNAlater (Sigma Aldrich, Darmstadt, Tyskland) og merket med permanent tusj.
Av det resterende gjellevevet ble det skaret ut 4-5 korte filamentbiter som ble overfert til rar
med 100 ul iskald SEI-buffer (150 mM sucrose, 10 mM EDTA, 50 mM imidazole, pH 7.3) og
deretter holdt pé is. Alle vevspravene pd RNAlater ble lagt i kjoleskap (4°C) 1 24 timer for de
ble overfart til fryser (-20°C) inntil analyser av genuttrykk. Gjelleprevene som 1a pa SEI-buffer
ble ogsa frosset ned pa biofryser (-80°C) til lagring for senere analyser av NKA aktivitet.
Lagringen av prgver ble gjort etter preveuttak av hver femte fisk. Samme prosedyre ble
gjennomfart pa 2 x 5 fisk fra hvert duplikat av behandlingsgruppene ved T2 og T3. I tillegg ble
alle individmerkede fisk ved hvert provetidspunkt havet ut av karet, anestesert i 60 ppm
Benzocaine, veid og lengdemalt far de ble satt tilbake i karet.

Ved prgveuttak (tabell 1, Appendiks I) ble 10 fisk fra stamkaret ved T1 og 5 fisk fra hvert
duplikat (N=10) av behandlings -og starrelsesgruppe ved T2 og T3 overfart til et 100 L kar med
sjgvann (33 %o, 7°C) i 24-timer pa LL (sjevannstest, SWT), uten foring. De ble deretter havet
opp og overdosert med 160 ppm Benzokain vet. (ACD Pharmaceuticals AS, Oslo, Norge).
Videre ble fisken veid, lengdemalt, tatt blod- og gjellepraver av og til slutt dekapitert far
destruksjon. Individene ble tatt blodprgver av ved a stikke kanyler inn bak bukfinnen til nalen
traff Vena caudalis. Blodet ble samlet i lithiumtilsatte hepariniserte vacutainere (BD
Vacutainer, 2 ml 13x75 mm, BD diagnostics, Preanalytical systems, Berkshire, England) og
satt pad is. Videre ble prgvene spunnet ned i sentrifuge ved 10,000 rpm i 10 min (6000*g).
Plasma ble deretter pipettert over i eppendorfrer og overfart til biofryser (-80°C). Veiing,
lengdemaling, blod- og gjellepraver ble ogsa tatt fra 10 umerkede fisk fra hver
behandlingsgruppe 7 dager etter overfgring til sjg. Dette ble gjort pa samme mate som med fisk
pa 24 timers SWT. Prgvene ble ogsa her lagret og oppbevart pa samme mate som tidligere far

de ble analysert for osmolalitet- og kloridkonsentrasjon.
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En og to maneder etter overfaring til sjgvann ble karene tappet ned til halvfullt volum (150-200
liter) og tilsatt en lav dose Benzokain (ca. 20 ppm). Nar fisken i karene reagerte lite pa haven,
ble alle individmerkede fisk overfart til en stamp med ferskvann med normaldose av Benzokain
(60 ppm). Etter vellykket anestesering ble fisken lengdemalt og veid far den ble lagt tilbake i
oppvakningskar med friskt ferskvann og overfart til sine respektive kar. Etter siste vekt- og
lengdemaling i sjafasen ble fisken farst anestesert i en overdose Benzokain, lengdemalt og veid

og til slutt avlivet ved dekapitering.

Ved hvert prgveuttak ble sglvfarging av fiskens overflate vurdert og gitt en score pa skala fra 1

(godt synlige parrmerker), 2 (mindre synligere parrmerker) og 3 (ikke synlige parrmerker).

2.5 Analyser
2.5.1 Klorid

Kloridkonsentrasjonen i plasmaprgvene ble analysert med en Chlorid Analyser M925 (CIBA
Corning Diagnostics, Essex, England) der endringer i veeskens ledningsevne registreres av
maskinen. Et glassbeger med 14 ml syrebuffer ble plassert slik at sglvelektrodene ble suspendert
I bufferlgsningen. 2 x 20 pl Cl/I standard 100 mM (MultiCal, Bayer HealthCare, Nederland)
ble tilfert lasningen for kondisjonering av maskinen. Det ble sa pa nytt tilfgrt 20 pl CI/I standard
far lgsningen ble titrert. Dette ga et resultat pa 100 (+ 3) mM og ble gjentatt tre ganger for &
utelukke eventuelle avvik. Videre ble plasmaprgvene vortexet i 15 sek og deretter tilsatt 20 pl
serumprgve i syrebufferen. Maskinen titrerte automatisk kloridionene ved at de reagerte med
sglvionene fra sglvelektrodene som er senket ned i bufferen fra maskinen. Underveis som
titreringen forekommer oppdateres verdidisplayet pa maskinen hvert 0,3 sekund og det er i
denne tidsperioden sglvionene reagerer med klorid. Nar alle kloridionene er presipitert som
sglvklorid, vil frie sglvioner dukke opp i lgsningen. Denne forandringen detekteres av
maskinens elektroder og verdien fastsettes. Resultatverdien leses som milligram klorid per liter
prgve. Ngyaktigheten til instrumentet er pa 2.2 mM ved en lgsning pa 100 mM (CibaCorning,
1980). Hver plasmapraves kloridinnhold ble malt to til fire ganger avhengig av om resultatet

avvek mer enn 3 mM. | resultatet er gjennomsnittet av de to nermeste verdiene benyttet.
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2.5.2 Osmolalitet

Osmolalitet i plasma ble analysert pa et Fiske One-Ten Osmometer (Fiske Associates, MA,
USA). Instrumentet finner vaeskens frysepunktsdepresjon (en veskes senking av frysepunkt
ved tilstedeveerende opplasning av annen substans) og bruker forholdet frysepunkt/smeltepunkt
og konsentrasjon lgst stoff til & beregne vaeskens osmolalitet. Ngyaktigheten til instrumentet er
+4 mOsm kg-1 (H. K. Johnsen, pers. com., 4 juni, 2018). En termistor (probe) blir senket ned i
prgven som ligger i en tube (Advanced Instruments, Inc., MA, USA). Kalibrering av maskinen
ble gjort ved a teste mot en standardlgsning (290 mOsm kg-1, Accuref 290, Fiske Associates,
MA, USA). Det ble gjennomfert en kalibreringstest etter hver tiende prave. Hver plasmaprave
ble analysert to ganger. | de tilfeller hvor resultat avviket med mer enn fire mOsm kg-1 ble det
gjennomfgrt en tredje eller fjerde prgve. | resultatet er gjennomsnittet av de to narmeste

verdiene benyttet.

2.5.3 NKA aktivitet i gjellevev

Til & registrere NKA aktivitet i gjellevev ble en metode skildret av McCormick og Schrock
benyttet (McCormick, 1993; Schrock et al., 1994). NKA aktiviteten blir angitt ved & se pa
hastigheten en gitt mengde enzym hydrolyserer ATP til ADP og Pi. Prinsippet er skjematisk
oppdelt i ligning I, 11 og IlI.

NKA
(I)  ATP + H,0 <> ADP + P,

Pyruvat-kinase

(I)  ADP + Phosphoenolpyruvat Pyruvat + ATP

Mgz2+.K+

Lactate—dehydrogenase

(II)  Pyruvat + NADH + H* Lactate + NAD*

Hvert mol ATP som blir hydrolysert (1) gir en oksidasjon av 1 mol NADH (l11). For a registrere
oksidasjon av NADH til NAD+ bade med og uten hemmer, brukes en plateleser (Spectramax
plus 384, Molecular Devices Corp., Palo Alto, California, USA). Ved & sette opp en
standardkurve og male mengde protein i hver eneste prave, er det mulig & regne ut omsettinga

av ADP per mg protein per time (umol ADP mg protein time™?).

For & lage en standardkurve for omdanninga av ATP til ADP ble fire 0,5 ml eppendorfrar merket
(0, 5, 10 og 20) og plassert pa is. Videre ble det tilsatt Imidazol buffer (IB) og ADP standard
som vist i appendiks Il. Av hver standard ble 10 pl applisert for det ble tilsatt 200 pl AM—
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saltlgsning (tabell 4, appendiks I1). Dette ble utfart i triplikater pa mikroplaten. Umiddelbart
etter pipettering ble leseplaten plassert inn i plateleser og lest av ved 340 nm i 10 min, med
intervaller pa 30 sekunder. Dette gir raten NADH blir oksidert til NAD* pa. Dette vil normalt
gi en utflating av raten etter 2 — 5 min. For a fa den ngdvendige negative linzre kurven plottes
de siste registrerte OD-verdiene (Optical Density, absorberingsverdien til lys ved en bestemt
bglgelengde av et stoff i en lgsning) mot de kjente konsentrasjonene for hver standardlgsning.

Stigningstallet bgr ligge mellom -10 og -16 og brukes til a regne ut enzymaktiviteten.

Gjellepragvene tines i kjgleskap og homogeniseres med Pellet pestle motor (Kontes, New Jersey,
USA). Homogenatet sentrifugeres i en kjglesentrifuge ved 3800 rpm i 30 sekunder for a fjerne
ulgselig materiale. Prgven appliseres ved at det tilsettes 10 pl til de fire brannene pa mikroplata.
To av brgnnene appliseres med AM med Ouabain (8,1 ml AM-Ouabain + 2,7 ml saltlgsning)
og de to resterende brgnnene appliseres med AM uten Ouabain (8,1 ml AM + 2,7 ml
saltlgsning). Dette ble gjentatt slik at alle gjelleprgver hadde to brgnner med Ouabain og to
uten. Ouabain er en spesifikk hemmer av NKA-enzymet (Lehninger et al., 1993). Mikroplata
holdes pa is under pipetteringa, og settes umiddelbart inn i analysemaskinen for avlesing pa 340
nm i 10 min. Enzymaktiviteten blir deretter beregnet etter forskjellen ATP hydrolyse utgjer
uten -og med Ouabain. Resterende prevemateriale fryses for senere a bli brukt til
proteinanalyse. Proteinanalysen ble utfert ved hjelp av BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce,
Illinois, USA). Proteinanalysen er ngdvendig ettersom vi gnsker a finne ut omsettinga av ADP
per mg protein per time. Kittet gir resultatet i mengde protein per volum (ug protein pl™) og

blir brukt til & regne ut endelig enzymaktivitet (tabell 6 i appendiks I1).

2.5.4 Genuttrykk i gjelle

Real-Time Reverese-Transcriptase Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR)
analyse ble utfart for kvantifisering av mRNA fra NKA-isoformene ala og alb, CFTR I og 11
og NKCC 1 i gjellene. 10 fisk fra hver behandlingsgruppe, 5 store og 5 sma, i ferskvann ved
T1, T2 og T3 (N=140) ble brukt til analyser. Flytskjema for prosessen er presentert i Fig. 5.
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2.5.4.1 RNA ekstraksjon

Etter protokoll (Qiagen, 2014) ble RNAeasy Plus Universal Mini Kit Uttak av vey
(Qiagen, Alameda, CA, USA) brukt for RNA ekstraksjon av 1
gjellepravene. Omtrent 30-50 mg gjelleprave i 2 ml mikrosentrifugerar RNA-ekstraksjon
ble homogenisert i 900 ul QIAzol lysis agent sammen med en 5 mm kule |

i rustfritt stal ved bruk av Tissuelyser Il systemet (25Hz, 2,5min). Etter Etanol
homogenisering sto rgrene pd benken i romtemperatur (20-25°C) i 5 presipitasjon
minutter. Sa ble lysatet overfart til nye 1,5ml mikrosentrifugerar, tilsatt I

100 pl gDNA Eliminator lgsning og vortexet i 15 sek. Videre ble det tilfart beDhaNn'z‘lsieng
180 pl kloroform til lgsningen, vortexet i 15 sek og deretter sentrifugert i |

15 min ved 4 °C. Dette forte til at losningen deltes inn i 3 faser; en cDNA syntese
transparent gvre vannfase med RNA, en hvit mellomfase og en nedre [ |
lysergd organisk fase. Vannfasen (580 pl) ble pipettert over i nye Kvantitativ
mikrosentrifugerar og blandet med 580 pl 70% etanol. Videre ble 700 pl RT-PCR

Figur 5. Flytskjema over
hovedsteg i

sentrifugert ved 13,000 rpm i 15 sekunder ved romtemperatur (20-25°C). 9énuttrykksanalyse.

Lagsningen som ble spunnet gjennom filterpelleten ble kastet og det ble videre tilfart
henholdsvis 700 ul Buffer RWT og 2 x 500 pl Buffer RPE som ble spunnet ned ved 13,000
rpm i 15 sekunder ved 20-25°C. Igjen ble lesningen som hadde blitt filtrert gjennom pelleten

av lgsningen pipettert over i 2 ml samlingsrer med filterpellet og

kastet. Til slutt ble det pipettert 30 pl RNase-fritt vann gjennom pelleten i rgret og sentrifugert
ved 13,000 rpm i 30 sekunder i nytt 1,5ml eppendorfrar. Stikkprgver av konsentrasjonen og
kvaliteten til RNAet i rgrene ble undersgkt ved a pipettere over 2 pl lgsning til Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific). Nanodrop maler absorbans av bglgelengde til nukleinsyrekonsentrasjon
(A260) 0g proteinkonsentrasjon (Azso). Ratioen (Azeo/Azg0) vil ved optimal renhet vaere > 2,0.
Alle praver ble renset etter protokoll til etanol presipitasjon (Appendix II). Prgvene ble lagret

pa -80°C i biofryser.

2.5.4.2 Fjerning av genomisk DNA

TURBO DNase Treatment and Removal Reagents, TURBO DNA-free™ kit (AM1907,
Ambion, Life technologies, CA, USA) ble brukt for DNase behandling av RNA, for fjerning av
genomisk DNA (gDNA) og divalente kationer. gDNA i en prgve vil pavirke maltranskriptet og
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effektiviteten i reaksjonen, og vil derfor kunne medfare ugyldige resultater (LifeTechnologies,
2012). Med bakgrunn i RNA-konsentrasjonen malt med NanoDrop® ble det ngdvendige volum
av RNAlgsning og RNAse-fritt vann beregnet i Excel for & oppna en konsentrasjon pa 8 pg
RNA. Etter utregning ble det laget en Mastermix som bestod av 1 pl TURBO DNAse + 0,1
volum 10x TURBO DNase-buffer. RNA, vann og MasterMix skulle til sammen utgjare et
volum pa 30 pl i eppendorfrarene, slik at det ble avgjgrende a lese riktig av beregninger som
ble utfert pa forhand. Etter pipettering ble rerene inkubert pa varmeplate (37°C) 1 30 minutter.
Etter inkubering ble det tilsatt 0,1 volum (= 3ul) DNase-inaktiveringsbuffer i hver prove.
Pafglgende ble pravene inkubert pa romtemperatur 20-25°C i 20 minutter med tidvis knipsing
pa rgrende for & forhindre bunnfall og darlig reaksjon mellom inaktiveringsbufferen og
lasningen. Deretter ble provene satt i sentrifuge i 3 minutter ved 10,000 rpm ved 20°C for &
danne to lag: gverste med RNA uten gDNA, og nederste med inaktiveringsreaktanten. Det ble
til slutt pipettert 27 pl supernatant over til nye 1,5 ml eppendorfrgr med pafalgende maling av
konsentrasjon av NanoDrop®. DNase behandlet RNA ble lagret pa biofryser ved -80°C i

pavente av videre analysering.

2.5.4.3 Revers transkripsjon

Hensikten med revers transkripsjon er & lage komplementeer DNA (cDNA) fra ssRNA.
Prosessen krever mRNA, revers transkriptase enzym, primer og deoxynukleotid (ANTP). Det
ble farst beregnet hvor mye RNA templat som var ngdvendig & bruke for & oppna en
konsentrasjon pa 1000 ng RNA. Etter beregning av vannmengde og mengde RNA lgsning for
alle prgvene, ble det forberedt Mastermix (tabell 7 i appendix I1) ved bruk av RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilinus, Litauen). Det ble ogsa
forberedt NO-RT kontroll (NO-revers transcriptase kontroll), en lgsning laget pa samme vis

som Mastermix, men uten RevertAid Revers transcriptase.

9 ul mastermix ble overfert til de ferdig merkede eppendorfrgrene, sammen med variable volum
av nuklease-fritt vann og RNA templat. Det totale volumet i hvert enkelt rgr ble 20 pl.
Utfgrelsen ble gjort pa is. Alle prevene ble inkubert i Thermal Cycler (2720; Applied
Biosystems, Forster City, California, USA) med syklusen: 5 min ved 25°C, revers transkripsjon
160 min ved 42°C, etterfulgt av termineringsreaksjon i 5 min ved 70°C, og holdt pa 4°C. Etter
endt inkubering ble pregvene lagret pa -20°C frem til det ble laget fortynningsserie.

Fortynningsseriene med cDNA ble laget i to omganger, én for liten -og én for stor
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starrelsesgruppe. 5 prever, fra ulike individer av samme starrelse, med 20 pl cDNA ble samlet
i rgr. Dette utgjorde to rgr med 100 pl cDNA. Disse ble fortynnet 1:10. Til slutt ble det laget en
tofolds fortynningserie med seks fortynninger for begge starrelsesgrupper.

2.5.4.4 Real Time PCR

Primere ble farst testet for effektivitet og spesifisitet. Det ble laget en tofolds fortynningsserie
med seks fortynninger (fortynnet i Ultra pure vann). Det ble sa kjert tre duplikater av hver
fortynning for hver primer i RT gPCR. Ci-verdiene for hvert gen ble sa brukt til & lage en
standardkurve. Effektivitet ble estimert av programvaren CFX Manager 3.0 (Biorad, CA,
USA).

Hvert enkelt gen ble videre analysert ved & bruke RT gPCR. Det ble lagd MasterMix (0,5 pl
250 nmol Primer (se tabell 2 for primerliste), 10 pl SYBR (Sybr HI-Rox Mix, SensIFAST™,
Bioline, MA, USA), 5,5 pl dH2O pr reaksjon). | hver brgnn (Hard Shell PCR plates 96 well
white clear Catalog no. HSP9601, Biorad, CA, USA) ble det tilsatt 16 pl MasterMix og 4 pl
cDNA templat (20 ng). Prgvene ble fordelt pa to plater (A og B) for begge starrelsesgrupper og
analysert i duplikater. NO-RT, No Template-Control (NTC) og cDNA fortynningsserie, med to
tekniske replikater som standard, ble ogsa inkludert i sine respektive brgnner pa platene.
Fortynningsserien med cDNA fungerte som intern kontroll. NTC ble inkludert for a kontrollere

at primere, vann eller SYBR ikke var kontaminert med cDNA eller DNA under analysen

Platene ble forseglet og sentrifugert i 20 sekunder i Labnet mini plate reader mps 1000, ved
1000 rpm og kjert i CFX96 Real-Time PCR Detection system (Biorad, CA, USA) med
programvaren CFX Manager 3.0 (Biorad, CA, USA) (se tabell 1 for PCR program). Etter at
analysen var fullfert, ble resultatet lest av og dataene eksportert til Microsoft Excel 2013.

Tabell 1 - RT - PCR program med steg, temperatur og varighet.

Steg Temperatur (°C) Varighet

1 50 10 min

2 95 5 min

3 95 10 sek

4 60 30 sek

5 Plateavlesning. Steg 3, 4 og 5 gjentas 39 ganger.

6 95 10 sek

7 Smeltekurve: temperatur gar fra 65 (0,5 sek) — 95 (0,5 sek.) Plateavlesning.
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Metoden fungerer ved & benytte et fluorescerende fargestoff til deteksjon av mengde
gentranskript gjennom syklisk amplifisering av en bestemt gensekvens. Det er som regel 40
sykluser i en PCR-analyse (tabell 1), og disse syklusene er delt inn i 1) denatureringsfasen: hvor
hey temperatur (95°C) separerer dobbeltrddig DNA (dsDNA) til enkeltrddig DNA (ssDNA), 2)
amplifiseringsfasen: hvor primere binder til sSSDNA ved 60°C og 3) elongeringsfasen, der
komplementartraden syntetiseres av DNA-polymerase ved 60°C og ny DNA-trad er resultatet
Hvis primere og polymeraser er effektive vil fordobling av amplikon (produkt) forekomme ved

hver syklus. Dette farer til eksponentiell gkning av DNA-mengde.

Tabell 2 - Gensymbol, primersekvens, genbank nummer, effektivitet og R? for genene brukt i RT-gPCR.

Sequence (5°-3’) Accession number | Effektivitet | R?

(%)
F ICCAGGATCACTCAATGTCACTCT 0.991

NKA 018 e T ATCAAAGGCAAATGAGTTTAATATCATTGTAAAA [\M-014209857.1 101
F IGAGGTTGGGTGGAACAGGAG 0.989

NKA alb e XM_014150738.1 104
F ICCTTCTCCAATATGGTTGAAGAGGCAAG 0.995

CFTR1 R |GAGGCACTTGGATGAGTCAGCAG NM_001123533.1 | 102
F IGCCTTATTTCTTCTATTTGTATGCACTT 0.992

CFTR Il R IGCCACCATGAAAAACTAAAGAGTACCTCAG /\F161070.1 105
F IGAGACTCATCCAAGCCCTCG 0.988

NKCCT  RTlGGCTTTGCGTTCATCATCGT AJ417890.1 101
F TGCCCCTCCAGGATGTCTAC 0.997

EF-la R TICACGGCCCACAGGTACTG PY190236396 103

Smeltekurve brukes for a validere at primerne bindes spesifikt og ikke danner «primerdimers»,
der to PCR-primere bindes til hverandre i stedet for malet. Smeltekurven viser sa endringen i
fluorescens som observeres nar dobbeltradig DNA dissosierer til enkeltradig DNA nar

temperaturen i reaksjonen gkes (LifeTechnologies, 2012).

Genet elongeringsfaktor-1a (EF-1a) ble brukt som referansegen i denne studien, ettersom dette
genet har vist seg a vere stabilt uttrykt i Atlantisk laks (Ingerslev et al., 2006; Olsvik et al.,
2005). Det ble brukt relativ kvantifisering for a beregne mengde RNA av de ulike gen i praven.
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2.6 Databehandling, statistiske analyser og grafiske fremstillinger

Figurer og statistiske analyser ble laget og utfert i Prism versjon 8 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

For & undersgke eventuelle signifikante forskjeller mellom de ulike behandlingsgruppene ved
T3 ble en toveis ANOVA og Tukey HSD post hoc test utfert. Det ble ogsa kjart uparet T-test
ved T2 etter lysbehandling, samt mellom behandlingsgruppene ved ulike tidspunkter.

Forskjeller i data i denne oppgaven ble regnet som signifikante hvis p < 0,05.

2.6.1 Utregninger

Kondisjonsfaktor

K-faktor er et mal pa sammenhengen mellom lengde og vekt og er definert ut fra formelen:
V=a*LP

der V er vekta til fisken i gram, L er fiskens lengde i cm, a er en konstant og b er eksponenten

som uttrykker sammenhengen mellom lengde og vekt. Eksponenten b ligger som oftest i

omradet fra 2,5 til 3,5. Dersom en setter b = 3, som er et uttrykk for isometrisk vekt, og a =

K/100, hvor K er lik kondisjonsfaktor har man Fultons formel for KF (Weatherley et al., 1987)

KF =2 %100
L

Dersom fisken har en nedgang i vekt per lengdemal, eller gkning i lengde, vil det medfare en

reduksjon i kondisjonsfaktor.

Na*, K"-ATPase-aktivitet i gjellevev

Na*, K*-ATPase-aktivitet i hver prgve ble regnet ut med fglgende formel:

Reaksjonshastighet (mODul™* min™1)
Stign.tall (mOD nmol ADP~1)

1

= nmol ADP ul~! min~

nmol ADP pul™* min™?! o
= nmol ADP mg protein™ min

Mengde protein (ug protein ul=1)
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nmol ADP mg protein™t min"t* 60 min time'** 1000 = umol ADP mg protein time™

Resultater fra hver gjelleprgve er gitt i nmol ADP mg protein™ time™,

Spesifikk vekstrate

Den spesifikke vekstraten (SGR, specific growth rate) mellom to tidspunkt ble kalkulert ved
hjelp av ligningen (Brett. et al., 1979):

(InVT—-InVt)

SGR ==

) * 100

der Vt er vekt i g ved start, og VT er vekt i g ved slutt. T-t er antall dager mellom veiinger.
Resultater fra SGR hos behandlingsgruppene er gitt i % kroppsvekt dag™.

Kumulativt férinntak og forfaktor

Kumulativt férinntak og forfaktor ble kun regnet ut for den andre maneden i sjgvannsfasen
ettersom malingen i den farste uka av sjgvannsfase sannsynligvis ble feil pga. bruk av feil sil.
Ettersom det ikke ble registrert férinntak for alle dager innen hver uke i perioden 11.juni — 9.juli
(ikke malt i helgene), var det ngdvendig & beregne kumulativt forinntak for hver uke pr

behandlingsgruppe. Dette ble gjort trinnvis med formler 1-4.

Kumulativt forinntak for UKEy:

Mengde spist for pr registrerte datoer

1. For spist pr fisk = Antall fisk

For spist pr fisk

2. For spist pr fisk pr dag = .
Antall registrerte dager
Antall fisk

3. Gjennomsn. spist for pr uke = —— ,
For spist pr fisk pr dag

Produktet i formel 3 ble gjeldene for dager uten registert forinntak. Derfra ble anslatt en total
mengde tarrvekt spist for hver uke med formel 4:

4. Total mengde tarrvekt spist = Sum av total anslatt forinntak pr uke.

Registrering av forinntak for hvert kar i sjgvannsfasen ble gjort etter Havbruksstasjonens

protokoller.
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Basert pa disse data ble det mulig & beregne forfaktor. Forfaktor for fisk i de ulike

behandlingsgruppene i sjgvannsfasen (11.juni — 9.juli) ble beregnet med formelen:

Total mengde tgrrvekt spist (g)

Vektgkning fra 11.juni-9.juli (g)

Ettersom det var ulik fordeling av fisk i de respektive forsgkskar, var biomassen i karene

forskjellig. Dette ble tatt hensyn til i utregningene.

Gjennomsnittlig tilvekst
Det ble beregnet gjennomsnittlig tilvekst for alle behandlingsgrupper av fisk som var Floy-

merket i perioden 11.juni — 9.juli ved & bruke formelen:

Vn

Gjennomsnittlig tilvekst =VT -Vt =Vn = ————
Antall fisk

der VT = Vekt ved T (9.juli), Vt = vekt ved t (11.juni) og Vn = Netto vekt fra 11.juni til 9.juli.

Genuttrykk

Data fra RT gPCR ble analysert ved bruk av AC: metode med et referansegen (Bio-Rad,
2006). Dette er en variasjon av Livak metoden (Livak et al., 2001). For a kalkulere relativt

genuttrykk brukes fglgende fremgangsmate:
1. 2(CUEF-13) - Ci(malgen)) = Normalisert uttrykk

2. Uttrykk for kontrollgruppa = Normalisert utrykk for malgen kontroll / normalisert

uttrykk for malgen kontroll = 1

3. Uttrykk for behandlingsgruppa = Utrykk normalisert malgen behandlingsgruppe /
uttrykk kontroll = normalisert uttrykk

Resultatet er altsd normalisert mot en kontroll og viser hvor mange ganger lavere -eller hgyere
malgenet er uttrykt i forhold. Malgenene var i dette tilfellet isoformene ala -og alb av
Na*/K*-ATPase enzymet, Cystisk Fibrose Transmembran Conductance Regulator | og Il
(CFTR I- og 1) og Na*/K*/CI" kotransporter | (NKCC 1).
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3. Resultater

3.1 Ferskvannsfasen

3.1.1 Fisk til pr@veuttak

Tabell 3 - Kroppsvekt og kondisjonsfaktor til gruppene med stor og liten Atlantisk laks prgvetatt i
Igpet av ferskvannsfasen i februar, mars og mai. n = 7-10. Data er presentert som gjennomsnitt +

SEM.
Tidspunkt Behandling Vekt (g) K-faktor
Februar (T1) LL 42,2 +2,03 1,16 £ 0,01
Mars (T2) LL 74,1+1,73 1,20+ 0,01
Liten SP 58,8+ 1,96 1,24 £0,01
Mai (T3) LL Kontroll 126,0 £ 6,37 1.23+0,01
LL + Salt 122,6 +5,63 1,22 +0,02
SP Kontroll 101,5+7,84 1,05+ 0,04
SP + Salt 82+5,48 1,07 £0,01
Februar (T1) LL 131,8+5,9 1.26 £ 0,02
Mars (T2) LL 215,3+6,10 1,35+0,01
Stor SP 182,9+11,4 1,30+£0,02
Mai (T3) LL Kontroll 366,8 + 17,65 1,22 +0,02
LL + Salt 331,6 £21,32 1,25 +0,03
SP Kontroll 220,5 +31,43 1,10+ 0,04
SP + Salt 258 + 30,59 1,12 £ 0,05
A
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Figur 6 - Na*, K*-ATPase aktivitet hos Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) under
ferskvannsfasen fra februar til mai. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinaere sgyler: kontroll for fra mars
til mai, mgnstret sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM. Ulike
store bokstaver viser signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma
bokstaver viser signifikante forskjeller mellom T1 og T3 i behandlingsgruppene (p < 0.05).
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Gjelle NKA aktivitet

Etter lysbehandling (T2) hadde fisken i SP gruppen lavere gjelle NKA aktivitet enn fisken i LL
gruppen i begge starrelsesgruppene (alle p < 0,05, Fig. 6). | mai hadde liten fisk i LL kontroll
hagyest aktivitet, og var forskjellig fra de andre gruppene. Hos stor fisk var det ingen forskjell
mellom fisk i mai. Ved T3 var NKA aktiviteten mellom 5 og 10 pumol ADP mg protein™ hi
gruppen med liten mens den hos stor fisk var mellom 3,5 og 8 umol ADP mg protein™ h™t. Hos
liten fisk var det gruppene LL og SP +salt ved T3 som var forskjellig fra LL ved T1 (p < 0,01).
Hos stor fisk var det ingen forskjell mellom T1 og T3.

3.1.2 Genuttrykk i gjeller

Relativt genuttrykk
=
L L L
Relativt genuttrykk

NN

s 2
ﬂ > b rl ey
o4 ﬁm 0 Iil ﬂ

NKA ala NKA alb

3=

b
B
A
2-
a a a
B A 4 a
b a B £ 2 )
A b 2 A =
| r| ﬁ Z - ﬂ
0 T T T 0 T T T
T1 T2 T3 T1 T3
NKA ala NKA alb

Relativt genuttrykk
-
1 M
Relativt genuttrykk

Figur 7 — Relativt genuttrykk (malt ved RT qPCR) for subenhetene alpha 1la og alpha 1b av NKA hos
Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) i ferskvannsfasen. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP,
ordinzere sgyler: kontroll for fra mars til mai, mgnstret sgyler: saltberiket fér fra mars til mai. Data er
presentert som gjennomsnitt * SEM. Store bokstaver viser signifikante forskjeller mellom
behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma bokstaver viser signifikante forskjeller mellom T1 og T3 i
behandlingsgruppene (p < 0.05).

22



Resultater

A
B
4m ] o
% ] B .
3—
R g a
5 2 a A a A
o > 17 A a4
= - s A
e : a £ B A
: | | . I %
o 1 0 ] ] 1
T1 T1 T2 T3
CFTRI
A B
2= Qe
x X
X
[ O
5 g a
SR 5 1
< , bbb g A b &
g AoA A AoAA g5 A I AB 2 b
Q A
) ) | | 7
0= 0= T T
T1 T2 T3 T1 T2 T3
CFTRII CFTRII
A B
b
2 B 2=
- % -
X X
> / > ]
£ a A % § a a a
5 H a / (5} 1= A A A
> A % ) A a a
= = A A
12 . % b b 14
C C
6 N o T T T
T1 T2 T3 Ly LA 3
NKCC | NKCC |

Figur 8 — Relativt genuttrykk (malt ved RT qPCR) for CFTR I, CFTR Il og NKCC | hos Atlantisk laks med
startvekt 40 g (A) og 130 g (B) i ferskvannsfasen. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinaere sgyler: kontroll
for fra mars til mai, mgnstret sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt
+ SEM. Store bokstaver viser signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma
bokstaver viser signifikante forskjeller mellom T1 og T3 i behandlingsgruppene (p < 0.05).
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Relativt genuttrykk

Na*/K*-ATPase

Genuttrykk hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 7, A og B.
Trenden for subenheten ala er lik for alle behandlingsgruppene ved T3 for fisk med startvekt
40 g. Gruppene er ikke forskjellige fra hverandre ved T3, men er det fra T1. Hos fisk med
startvekt 130 g var salt- og lysgruppene forskjellige fra hverandre ved T3. Begge lysgruppene
var ikke forskjellig fra T1, mens saltgruppene var det (alle p < 0,05). For NKA alb viser
resultatene ingen forskjell mellom behandlingsgruppene ved T3 (p < 0,01), samtidig som det
kun var SP +salt som var forskjellig fra T1 for fisk med startvekt 40 g (p < 0,01). Det fremgar
ogsa en forskjell mellom lysgruppene ved T2 (p < 0,001) for denne starrelsesgruppa. For starre
fisk var LL-SP +salt bade forskjellige fra de andre gruppene ved T3, og T1 (p < 0,001).

CFTRI

Genuttrykk hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 8, A og B. Hos
fisk med startvekt 40 g var det kun forskjell mellom fisk som hadde fatt salt og fisk i
kontrollgruppa for kontinuerlig lysbehandling ved T3 (p < 0,05). Ingen av gruppene var
forskjellige fra T1. Hos stor fisk var det hverken forskjell mellom gruppene ved T3, eller fra
T1. For begge starrelsesgrupper var det forskjell mellom gruppene etter lysbehandling (T2)
(begge p <0,01).

CFTR I

Genuttrykk hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 8, A og B. Hos
fisk med startvekt 40 g var det ingen forskjell mellom behandlingsgruppene ved T3, men disse
var forskjellig fra T1. Hos starre fisk var LL-SP +salt forskjellig fra de andre gruppene (begge
p < 0,01), med unntak av kontrollgruppa pa kontinuerlig lys ved T3. Gruppene, med unntak av
LL-SP +salt, var ved T3 forskjellige fra T1 (p < 0,05).

NKCC I

Genuttrykk hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 8, A og B. Hos
fisk med startvekt 40 g var det forskjell mellom fisk pa kontinuerlig lysbehandling, uavhengig
av fortype, samt at disse ogsa var forskijellige fra fisk utsatt for vintersignal ved T3 (alle p <
0,001). Det var kun kontrollgruppa pa kontinuerlig lys som ikke var forskjellig fra T1. Hos

starre fisk var det ingen forskjell mellom behandlingsgrupper, eller tidspunkt.
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3.1.3 Sjpvannstester

Tabell 4 — Kroppsvekt, kondisjonsfaktor og dpdelighet i gruppene med stor og liten Atlantisk laks brukt i
24 t sjgvannstest i februar, mars og mai og etter 7 dager i sjgvann i Mai. n = 7-10. Data er presentert
som gjennomsnitt £ SEM

Tidspunkt Behandling Vekt (g) K-faktor Dgdelighet (n)
Februar (24 t) LL 42,2 +1,6 1,2+0,1 0
Mars (24 t) LL 67,6 +1,7 1,1+0,03 0
SP 54,8 £ 6,36 1,2+0,01 0
Mai (24 t) LL Kontroll 122,2 £13,18 1,2+0,02 2
LL + Salt 121,4 + 13,50 1,1+0,03 0
Liten SP Kontroll 84,2 + 4,08 1,2+0,04 3
SP +Salt 78,8 + 8,55 1,0+0,10 0
Mai (7 dager) LL Kontroll 135,8 + 15,46 1,1+0,12 0
LL +Salt 127,1+5,65 1,0+0,01 1
SP Kontroll 85,0+4,70 1,0+0,02 2
SP + Salt 85,0+4,23 1,1+0,02 0
Februar (24 t) LL 125,9+3,1 1,2+0,02 0
Mars (24 t) LL 177,3+6,5 1,2+ 0,02 0
SP 176,91 8,6 1,2+0,02 0
Mai (24 t) LL Kontroll 330,8+17,8 1,3+0,03 0
LL + Salt 3349+215 1,3+0,03 0
Stor SP Kontroll 285,3+12,3 1,2+0,03 0
SP + Salt 241,9 + 18,5 1,1+0,04 0
Mai (7 dager) LL Kontroll 351,9+19,9 1,2+0,02 0
LL + Salt 339,1+13,5 1,2+0,01 0
SP Kontroll 285,8 £22,6 1,2+0,03 0
SP + Salt 221,6+17,0 1,0+0,02 0
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Figur 9 — Plasma osmolalitet hos Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) etter 24 t sjpvannstest i februar,
mars og mai, og etter 7 dagers sjgvannstest i mai. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinaere sgyler: kontroll for fra
mars til mai, mgnstret sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM.
Forskjellige store bokstaver viser til signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma
bokstaver viser signifikante forskjeller mellom T1 og T3 i behandlingsgruppene (p < 0.05).
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Figur 10 - Plasma klorid hos Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) etter 24 t sjgvannstest i februar,
mars og mai, og etter 7 dagers sjgvannstest i mai. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinzere sgyler: kontroll for fra
mars til mai, mgnstret sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt £ SEM.
Forskjellige store bokstaver viser signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma
bokstaver viser signifikante forskjeller mellom T1 og T3 i behandlingsgruppene (p < 0.05).
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Osmolalitet

Osmolalitet hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 9, A og B. Etter
lysbehandling ved T2 hadde fisken i SP gruppen hgyere osmolalitet enn fisken i LL gruppen i
begge starrelsesgruppene (alle p < 0,05). Etter saltbehandling (T3) og 24 t SWT i mai var
plasma osmolalitet lavere hos begge saltgruppene enn hos lysgruppene (p < 0.01) hos liten fisk,
mens samme tendens ble sett hos stor fisk, men forskjellene var ikke signifikante. Etter 7 dager
i sjgvann var plasma osmolalitet hgyere hos SP kontrollgruppen enn hos de andre gruppene (p
< 0,01) hos liten fisk. Denne gruppa hadde signifikant hgyere plasma osmolalitet enn SP +salt
hos stor fisk (p < 0.05). Etter 7 dager SWT 14 plasma osmolalitet fra 340 mOsm kg* og lavere
hos fisken i alle gruppene for denne starrelsesgruppen. Det var kun forskjell mellom T1 og T3
for liten fisk som var saltbehandlet etter 24 t SWT (p < 0,05), samtidig som alle
behandlingsgruppene var forskjellig fra T1 ved T3 etter 7 dager SWT.

Klorid

Plasma kloridkonsentrasjon hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig.
10, A og B. Etter lysbehandling (T2) hadde fisken i SP gruppen hgyere kloridniva enn fisken i
LL gruppen i begge starrelsesgruppene (alle p < 0,05). Etter behandling med saltfor (T3) var
nivaene i begge saltgruppene lavere (p < 0,01) enn hos de andre to gruppene hos liten fisk.
Samme trend gjaldt for stor fisk med unntak av SP +salt og LL hos stor fisk. Etter 7 dager i
sjevann var forskjellen mellom gruppene mindre, og alle gruppene bade hos liten og stor fisk
14 fra 160 mmol L™ og lavere. Hos stor fisk var det forskjell mellom T1 og T3 for fisk som var
saltbehandlet etter 24 t SWT, samt at det var forskjell mellom T1 og T3 for samme grupper
pluss LL etter 7 dagers SWT.

Morfoloqi (Bildeappendix).

T1: Fisk i liten starrelsesgruppe ble scoret til 1, og stor stgrrelsesgruppe til 2.
T2: Fisk i liten starrelsesgruppe ble scoret til 2, og stor sterrelsesgruppe til 3.

T3. Fisk i liten starrelsesgruppe ble scoret til 3, og stor starrelsesgruppe til 3.
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3.1.4 Floy-merket fisk i ferskvannsfasen
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Figur 11 — Kroppsvekt hos Floy-merket Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) under
ferskvannsfasen. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinaere sgyler: kontroll for fra mars til mai, mgnstret
sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt £ SEM. Store bokstaver viser
til signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter (p <0.05).
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Figur 12 — Fultons kondisjonsfaktor, (K-faktor) hos Floy-merket Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og
130 g (B) under ferskvannsfasen. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinare sgyler: kontroll for fra mars til
mai, mgnstret sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM. Store
bokstaver viser til signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter (p < 0.05).
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Figur 13 - Spesifikk vekstrate (SGR) hos Floy-merket Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) i
ferskvannsfasen. Hvite sgyler: LL, gra s@yler: SP, ordinaere sgyler: kontroll for fra mars til mai, mgnstret
sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt £ SEM. Store bokstaver viser
signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter (p < 0.05).

Vekt

Vektutvikling hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 11, A og B.
Etter lysbehandling (T2) hadde fisken i SP gruppen lavere vekt enn fisken i LL gruppen i begge
starrelsesgruppene, uavhengig av fortype (alle p < 0,05), mens det hos stor fisk i tillegg var en
vektreduserende effekt av saltbehandlingen for SP gruppen (alle p < 0,01). Hos begge
starrelsesgrupper var det 2 til 4 ganger gkning i fiskevekt i lgpet av ferskvannsfasen. Vekten til
fisken som ble brukt til prgveuttak samsvarte med de som ble funnet hos Floy-merket fisk
(Tabell 3).

Kondisjonsfaktor

Utvikling i KF hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert i Fig. 12, A og B.
Gruppen med sma fisk som ble eksponert til kort dag hadde en lavere k-faktor ved T2 enn fisken
som hadde blitt holdt pa LL (p < 0,05). Denne forskijellen ble ikke observert hos gruppene med
stor fisk. Ved T3 var KF hos begge SP gruppene, uavhengig av fortype, lavere enn i LL
gruppene (begge p < 0,0001) i begge starrelsesgruppene. KF til fisken som ble brukt til

preveuttak samsvarte med de som ble funnet hos Floy-merket fisk (Tabell 3).
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Spesifikk vekstrate

Spesifikk vekstrate hos alle gruppene i ferskvannsfasen er presentert i Fig. 13, A og B. Hos
begge starrelsesgruppene var det en lavere SGR hos SP gruppen enn hos LL gruppen fra T1 til
T2 (p<0,05)0gfraT2til T3 (alle p<0,0001). Fra T2 til T3 hadde fisken lavere SGR i gruppene
gitt kort fotoperiode, uavhengig av for, enn de som var gitt kontinuerlig lys, uavhengig av for

(alle p < 0,0001), hos begge starrelsesgrupper.
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3.2 Sjpvannsfasen

3.2.1 Floy-merket fisk
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Figur 14 — Kroppsvekt hos Floy-merket Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) ved slutten av
ferskvannsfasen i mai, samt gjennom sjgvannsfasen fra juni til juli. Stiplet linje markerer
sigvannsoverfgring. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinaere sgyler: kontroll for fra mars til mai, mgnstret
sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt £ SEM. Store bokstaver viser
signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma bokstaver viser signifikante
forskjeller ved ulike tidspunkter innad i behandlingsgruppene (p < 0.05).
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Figur 15 - Spesifikk vekstrate (SGR) hos Floy-merket Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) ved
slutten av ferskvannsfasen samt gjennom sjgvannsfasen fra juni til juli. Stiplet linje markerer
sjgvannsoverfgring. Hvite sgyler: LL, gra sgyler: SP, ordinzere sgyler: kontroll fér fra mars til mai, mgnstret
sgyler: saltberiket for fra mars til mai. Data er presentert som gjennomsnitt £ SEM. Store bokstaver viser
signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen tidspunkter; sma bokstaver viser signifikante
forskjeller ved ulike tidspunkter innad i behandlingsgruppene (p < 0.05).
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3.2.2 Férutnyttelse
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Figur 16 — Férinntak hos Floy-merket Atlantisk laks med startvekt 40 g (A) og 130 g (B) i sjgvannsfasen.
Forinntak er presentert som gjennomsnittlig konsumert tgrrvekt for per fisk i hver behandlingsgruppe.
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Figur 17 - Gjennomsnittlig tilvekst, kumulativt forinntak og forfaktor hos Floy-merket Atlantisk laks med
startvekt 40 g (A) og 130 (B) i sjgvannsfasen fra juni til juli. Tilvekst og kumulativt forinntak er presentert
som total vektgkning og mengde konsumert for i tgrrvekt per fisk i hver behandlingsgruppe. Hvite sgyler:
LL, gra seyler: SP, ordinare sgyler: kontroll for, mgnstret sgyler: saltberiket fér fra juni til juli. Data er
presentert som gjennomsnitt + SEM. Forskjellige store bokstaver viser til signifikante forskjeller mellom
behandlingsgrupper i Igpet av sjgvannsfasen (p < 0.05).

Vekt

Vektutvikling under sjgvannsfasen hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er presentert
i Fig. 14, A og B. Fisken i alle behandlingsgruppene i begge starrelsesgruppene gkte i vekt
gjennom sjgvannsfasen fra mai til juni (alle p < 0,05). Hos begge sterrelsesgruppene av fisk ble

vektforskjellen mellom behandlingsgruppene far utsett i mai (hgyere vekt i begge LL gruppene
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enn i begge SP gruppene) bibeholdt frem til forsgkslutt i juli, foruten fisken i LL
kontrollgruppene som ved slutten av forsgket hadde lavere vekt enn LL +salt (begge p <
0,0001).

Spesifikk vekstrate

Spesifikk vekstrate under sjgvannsfasen hos behandlingsgruppene med liten og stor fisk er
presentert i Fig. 15, A og B. Etter sjgvannsoverfgring sank SGR for fisk i LL kontroll markant
hos liten- (alle p < 0,01) og hos stor fisk (alle p < 0,05) i den farste maneden. Hos liten fisk var
det ogsa en reduksjon i SGR hos LL +salt i den fgrste maneden etter overfgring (p = 0,0064),
men ikke hos SP gruppene. Hos stor fisk var det ogsa en redusert SGR hos LL +salt (p = 0,0083)
og hos SP kontrollgruppen (p = 0,0003), men ikke hos SP +salt. | lgpet av den siste maneden i
sjevann gkte SGR hos fisken i alle behandlingsgruppene og i begge starrelsesgrupper (alle p <
0,01). Hos liten fisk ble den hgyeste SGR malt hos begge SP gruppene. Disse hadde en hgyere
SGR enn LL +salt (begge p < 0,01), som igjen hadde hgyere SGR enn LL kontrollgruppen (p
= 0,0007). Hos stor fisk hadde SP +salt hgyere SGR enn LL +salt (p < 0,0001) og SP
kontrollgruppe (p = 0,0002). Fisken i SP og LL +salt hadde ikke forskjellig SGR, men de hadde
en hgyere SGR enn fisken i LL kontrollgruppen. | denne perioden varierte SGR hos liten fra
1.1 % dag? i LL kontrollgruppa til 2 % dag™ i SP +salt og hos stor fisk fra 0,25 % til 1.3 % dag"
1| de samme behandlingsgruppene.

Forinntak, tilvekst og férutnyttelse

Fisken i alle gruppene hadde et stigende forinntak gjennom perioden i sjgvann (Fig. 16).
Trenden for begge starrelsesgrupper er at fisk foret med saltindusert pellets har hgyere forinntak
i sjgvannsfasen enn det kontrollgruppene har. Tilvekst og kumulativt férinntak i lgpet av siste
maned i sjgen er presentert i Fig. 17. Fisk i LL har darligst tilvekst og er forskjellig fra de andre
behandlingsgruppene. Pa grunnlag av disse data ble det beregnet forfaktor for alle gruppene.
Forfaktoren hos liten fisk er under 1 for alle behandlingsgruppene. Det samme gjelder for stor

fisk, med unntak av LL som hadde en svart hgy forfaktor fra juni til juli.
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4. Diskusjon

Utvikling av sjgvannstoleranse hos prgvetatt fisk.

Gjelle NKA er et ngkkelenzym involvert i osmoregulering og er sentral i reguleringen og
opprettholdelsen av den intracellulzere elektrokjemiske gradienten. Enzymet er en del av
plasmamembranen i kloridcella hovedsakelig i gjelle, nyre og lever i beinfisk (Lin et al., 2003;
Scheiner-Bobis, 2002). Det har tidligere blitt vist ssmmenheng mellom gkt gjelle NKA aktivitet
og behandling med saltberiket for hos fisk i ferskvann (Fontainhas-Fernandes et al., 2001;
Salman et al., 1987; Zaugg et al., 1983). For eksempel viste Salman & Eddy (1987) at
regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) féret med hgyt innhold av salt (12%) utviklet et hgyt antall
kloridceller og gkt NKA aktivitet. | denne studien ble det observert gkende NKA aktivitet hos
liten fisk holdt pa LL, men ikke for SP. Hos starre fisk var det ingen utvikling for noen av
gruppene (Fig. 6. A, B). Verdier pa ca. 10 umol ADP/mg protein per time kan indikere at fisken
er smoltifisert (Noble et al., 2018). Noe paradoksalt er det at forventet aktivitet hos smolt kun
ble funnet hos liten fisk holdt kontinuerlig pa LL ved T3. Samme trend sa vi ikke LL kontroll
stor fisk ettersom disse ikke hadde noen gkning i gjelle NKA aktivitet mellom T2 og T3.
Sistnevnte var mellom 250 og 300 g ved T3, og det er vist at starre post-smolt kan regulere
kroppsvaesken med lavere NKA aktivitet sammenliknet med mindre smolt (Calabrese et al.,
2017; Nilsen et al., 2007; Stefansson et al., 2012). | denne studien hadde ikke saltfér noen effekt
pa NKA aktivitet, og samsvarer ikke med tidligere forskning som viser at saltberiket diett farer
til gkt NKA aktivitet (Salman et al., 1987; Trombetti et al., 1996). Det er ingen god
sammenheng mellom sjgvannstoleranse og NKA aktivitet ved T3 i hverken stor eller liten fisk
i dette forsgket, og spgrsmalet om hvorvidt NKA aktivitet er en god indikator pa smoltstatus og
prestasjon i sjgvann er relevant a stille. Det har lenge veert kjent at NKA er en gruppe enzymer
som er essensielle for ionetransporten inn og ut av gjellene, og dermed livsviktig for at smolten
a kunne skille ut overflgdige salter som falger med vannet den drikker. At dette er en viktig
indikator & ta hensyn til ved definering av smoltifiseringsstatus i settefiskproduksjon er relevant,
selv om det ikke var en god indikator i dette forsgket.

Som ventet hos smoltifiserende laks var genuttrykket av NKA ala, den isoformen som regnes
som dominant i ferskvann (McCormick et al., 2009; Nilsen et al., 2007), redusert hos liten fisk
i SP sammenlignet med LL ved T2. Det var ogsa lavere uttrykk av denne isoformen ved T3 enn
ved T1 hos bade salt- og lysgruppene (Fig. 7, A). Det ble observert reduksjon i NKA ala fra
T1 til T3 hos stor fisk, utenom fisk holdt pa SP +salt. Uttrykket av NKA alb var redusert hos
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liten fisk holdt pa SP sammenlignet med fisken holdt pa LL ved T2. Dette var forventet respons
for fisk utsatt for kort dag (Nilsen et al., 2007). Derimot ble det observert en gkning i NKA alb
fra T1 til T3 hos saltgruppen, uavhengig av lysregime hos mindre fisk. Dette viser at saltberiket
for, per se, stimulerer sjgvannsisoformen i ferskvannsfasen, og statter tidligere studier som viser
at laksefamilien kan modulere gjelle NKA aktivitet etter eksponering til endret salinitet
(Bystriansky et al., 2006; Mackie et al., 2005; Richards et al., 2003). Det var forventet at fisk i
SP kontrollgruppen skulle utvikle gkende alb uttrykk under ferskvannsfasen, men dette var
ikke tilfellet (Fig. 7). Samtidig korresponderer dette godt med lav NKA aktivitet i
ferskvannsfasen (Fig. 6). Hos stor fisk var det kun ekning i NKA alb hos SP +salt.

Ettersom CFTR anion kanaler primart regnes a veere involvert i sekresjon av ioner (Evans et
al., 2005), var det til noen grad overraskende at isoformene CFTR I -og Il hadde lav utvikling
fra februar til mai da smoltifisering i sterre grad regnes a fare til gkt uttrykk av disse (Nilsen et
al., 2007). Det ble ikke funnet signifikante forskjeller mellom T1 og T3 for noen av
starrelsesgruppene for CFTR 1. Derimot var det forskjell mellom gruppene ved T2 som igjen
antyder at dette var effekt av lysregime. Hos liten fisk var det kun gkning i gruppen LL +salt,
noe som stemmer med tidligere studier (Perry et al., 2006). Hos stor fisk var det ingen markant
gkning i uttrykk av CFTR 1, noe som var uforventet. Det var derimot forskjell mellom relativt
genuttrykk av CFTR Il ved T1 og T3 for liten stgrrelsesgruppe, og stor gruppe med unntak SP

+salt. Resultatene viste negativt utvikling noe som igjen var uforventet.

Det har blitt vist at Atlantisk laks eksponert til sjgvann far forgket genuttrykk av gjelle CFTR
I, og at utrykket av CFTR |1 gker betydelig etter 24 t sjgvannstest (Singer et al., 2002). Dette
korresponderer godt med resultater vi fikk etter 24 t SWT. Data fra dette er ikke er presentert i
resultatdelen ettersom forskjellen mellom 24 t SWT og ferskvannsfasen ikke utgjorde store
forskjeller for de andre genene. Forutsatt at begge CFTR isoformene er en del av den apikale
membranen som funksjonelle CI- kanaler, kan det tenkes at hayt uttrykk av CFTR 11 er viktig
for hurtig aktivering av CFTR ved eksponering til hgyere salinitet. Det kreves flere studier for
a si noe konkret om utviklingen og betydningen av CFTR under smoltifisering og etter

eksponering til salt i form av sjgvann eller for.

| likhet med CFTR regnes ogsa basolaterale NKCC anion kanaler a veere primaert involvert i
sekresjon av ioner (Evans et al., 2005). Igjen var resultatene i dette forsgket uventet ettersom
det bare var én gruppe (LL +salt) hos mindre fisk som hadde signifikant positiv utvikling
sammenlignet med LL kontrollgruppa. Hos starre fisk var det ingen forskjell mellom gruppene,

eller mellom ulike tidspunkter. Samme trend ble funnet ved analyser av fisk pa 24 t SWT for
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begge starrelsesgrupper. Dette avviker fra tidligere studier som viser at NKCC har en positiv
utvikling i genuttrykk under smoltifiseringen og at dette er en del av forberedelsene til
sjevannsopphold (Nilsen et al., 2007; Pelis et al., 2001; Tipsmark et al., 2002). Ettersom det
har blitt funnet to sekretoriske isoformer av NKCC, 1a og 1b, i Europeisk al, hvorav bare
NKCCl1a er oppregulert etter sjgvannsoverfagring (Cutler et al., 2002), kan man ikke ekskludere
muligheten om at disse finnes i Atlantisk laks og at de kan vare forskjellig regulert. Om dette
er grunnlag nok for & hevde at vare analyser ikke var spesifikke nok for a male den

“hypotetiske’’ oppregulerte isoformen 1 laks er diskutabelt og kan ikke fastsettes 1 denne

studien.

Plasma osmolalitet ved start av forsgket var 380 og 360 mOsm kg™ hos henholdsvis liten og
stor fisk (Fig. 9). Hverken stor eller liten fisk hadde full sjgvannstoleranse pa dette tidspunkt.
Ved T2 kommer det tydelig frem at sjgvannstoleransen var bedre hos fisk holdt pa LL enn de
holdt p& SP. Arsaken kan veere at fisk i LL var i ferd med & utvikle spontan sjgvannstoleranse,
og at denne utviklingen ble avbrutt ved eksponering til kort dag. Spontan utvikling av
sjpvannstoleranse hos lakseunger holdt pa LL som har nadd en tilstrekkelig sterrelse er
beskrevet fgr (Handeland et al., 2013), men denne utviklingen representerer ikke ngdvendigvis
fullverdig smoltifisering (Sigholt et al., 1998). Ved slutten av ferskvannsfasen var osmolaliteten
for fisk i begge starrelsesgrupper redusert hos LL og SP, men fortsatt noe hgy sammenliknet
med hva som estimeres til normalt (290 — 340 mOsm/kg) for beinfisker i saltvann (McCormick
et al., 1987). De relativt lavere verdiene hos stor fisk enn hos mindre fisk kan veere relatert til
forskjeller i starrelse, fordi fiskestarrelse og plasma osmolalitet etter sjgvannstester er vist a

vaere omvendt proposjonal (Arnesen et al., 1998).

Plasma klorid nivaene holdt seg pa noenlunde samme niva gjennom ferskvannsfasen og var
hagyere enn forventet etter 24 t sjgvannstest i mai hos begge starrelsesgruppene (Fig.10). | falge
tidligere studier er plasmaklorid nivaer under 150 mmol/l i post-smolt ngdvendig for & vokse
og overleve i sjgvann (Blackburn et al., 1990; Finstad et al., 1988). Dette tyder altsa pa at
kloridresultatene for alle behandlingsgruppene fra 24 t sjgvannstest i perioden april-mai (3-4
maneder ut i forsgket) er i det gvre sjiktet av hva laksesmolt kan tale. Samme trend vises ogsa

etter 7 dagers sjgvannstest.

Ved slutten av ferskvannsperioden hadde fisken i saltgruppene hos begge starrelsesgrupper best
sjevannstoleranse med henhold til osmolalitet og klorid etter 24 t sjgvannstest. Dette
korresponderer godt med tidligere studier som viser at saltberiket for stimulerer til gkt

sjgvannstoleranse (Salman, 1993; Zaugg et al., 1983). Etter 7 dagers sjgvannstest var verdiene
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innenfor det som forventes av smolt i sjgvann hos alle gruppene, samtidig som SP kontroll viste
noe darligere toleranse. At denne gruppen ikke presterte bedre enn fisk i saltgruppene var ikke
ngdvendigvis overraskende, men derimot forbausende nar en sammenlikner med LL. Det er
verdt & nevne at det under preveuttak tok forholdsvis lang tid & have ut umerket fisk ettersom
vi i tillegg hadde Floy-merket- og tatovert fisk til et smitteforsgk i samme kar. Dette ser ut til &

ha pafert ungdvendig stress pa fisken og kan ha gitt en akutt reduksjon i sjgvannstoleranse.

Tilvekst og kondisjonsfaktor hos Floy-merket fisk i ferskvannsfasen.

Den reduserte tilveksten mellom T1 og T2 hos fisken i kortdagsgruppene sammenlignet med
de pa LL hos bade stor og liten fisk (Fig. 11) korresponderer godt med resultater i tidligere
studier om at vintersignal begrenser vektekning, og at redusert daglengde farer til nedsatt
appetitt (McCormick et al., 1987; Skilbrei et al., 1997; Solbakken et al., 1994; Strand et al.,
2018). Den lavere tilveksten hos fisken i SP gruppene etter overfgring til lang dag (mellom T2
og T3) sammenlignet med fisken i LL gruppene antas a reflektere en gkt lengdevekst, samt
fettmobilisering, som er vist a skje hos smoltifiserende lakseunger etter overfaring fra kort til
lang dag. Dette regnes a vaere styrt av gkte plasmanivaer av veksthormon (GH) og kortisol
(Dickhoff et al., 1997; Folmar et al., 1980; Hoar, 1988). Dette korresponderer godt med vare
funn pa KF som gikk ned hos SP gruppene mellom T2 og T3. Dette var ikke tilfellet for fisk i
LL gruppene (Fig. 12). En reduksjon i KF er et mye brukt tegn pa at fisken gjennomgar en
smoltifisering (Folmar et al., 1980; Hoar, 1988). Basert pa vare resultater fra utvikling av KF
hadde ikke i fisk i LL gruppene (inklusive de som fikk saltfor) gjennomgatt en fullverdig

smoltifisering.

Det ble ogsa funnet en tendens til lavere tilvekst hos fisken i gruppene som ble gitt saltfor enn
i gruppene som ble gitt kontrollfér innad i lysgruppene. Dette gjaldt for begge starrelsesgrupper
(Fig.13). Disse forskjellene var ikke signifikante, men konsistent i alle gruppene og kan tyde
pa at saltberiket for reduserte forutnyttelsen, slik det er vist i tidligere forsgk (Duston, 1993).
Tidligere ferskvannsforsgk med arter som grnefisk, karpe og havabbor viser at optimalt
saltinnhold i for varierer fra 1 — 4 % for best vekstrate (Eroldogan et al., 2005; Gatlin et al.,
1992; Nandeesha et al., 2000). Pa bakgrunn av det kan det tenkes at saltinnholdet i foret i vart
forsgk (7% NaCl) var for hgyt til & gi optimal vekst i ferskvann.

Det er derimot verdt & nevne at noen studier viser at saltberiket for farer til god vekst hos
euryhalin fisk i ferskvann (Appelbaum et al., 2009; Eroldogan et al., 2005; Gatlin et al., 1992;
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Harpaz et al., 2005; Nandeesha et al., 2000). En teoretisk arsak til forbedret vekstrate kan vare
relatert til osmoregulatoriske fordeler i euryhalin fisk. Moderat salterstatning i for kan tenkes a
spare mye av den energien som brukes til osmoregulering i ferskvann, og fisken vil kunne bruke
denne energien til vekst istedenfor (Gatlin et al., 1992; Zaugg et al., 1983). | kontrast til dette
indikerer andre studier pa at fisk foret med saltberiket diett viser ingen, men ogsa negativ
utvikling i vekst (Murray et al., 1979; Shaw et al., 1975). Desto hgyere saltinnhold (9 - 12%) i
dietten, desto darligere vekst (Salman et al., 1990b). Arsaken til dette kan vere at NaCl
interfererer med andre essensielle komponenter («nutrient dilution effect»), og dermed pavirker
foropptak negativt (Salman et al., 1988). En noe redusert energitetthet i saltféret sammenlignet

med kontrollforet i dette forsgket vil sannsynligvis ogsa ha en effekt pa tilvekst.

Det har blitt publisert ulike resultater om hva slags effekt saltindusert for har pa vekst de siste
&rene. Arsaken til dette er relatert til bruk av forsgksfisk med ulikheter i osmoregulatoriske
egenskaper og bruk av forskjellige fiskearter med varierende toleranse til salinitet. En annen
arsak kan veere mangelen pa standardisering av foringsstrategier i forsgk; formengde,
saltinnhold i diett og evaluering av fiskens livsstadie (starrelse og kjgnnsmodning).

Smoltutvikling i relasjon til salt- og lysbehandling.

Fisk behandlet med kort daglengde fikk redusert k-faktor etter overfaring til lang dag, noe som
tyder pa gkt GH niva, og aktiv smoltifisering. Derimot er det ingen konsistente resultater pa
NKA aktivitet og genuttrykk av tilhgrende ionocytter som skulle tilsi dette. Etter 7 dagers
sjgvannstest tyder resultatene pa at fisken i alle gruppene hadde tilstrekkelig sjgvannstoleranse
til & opprettholde ione -og osmoregulatorisk homeotase. Fisk foret med saltberiket diett,
uavhengig av lysbehandling, viste god sjgvannstoleranse basert pa resultater fra osmolalitet og
klorid etter sjgvannstester. Liten fisk pa LL +salt viste noe hgyere genuttrykk for NKCC I og
CFTR I, men bortsett fra det var det ingen resultater som utartet seg veldig forskjellig mellom

stor og liten stgrrelsesgruppe, eller mellom lys- og saltbehandling, da det gjelder genuttrykk.

Utfordringen med morfologi i form av sglvfarging er at observasjonene var subjektive under
prgveuttak, samt at det var individuell variasjon mellom fisk i samme gruppe. Fisken i alle
gruppene hadde utviklet smoltdrakt ved T3 (bildeappendix), men hadde ikke optimal
sjpvannstoleranse. Visuell smoltkarakter (sglvfarging) synes ikke a veere tilfredsstillende
kriterie for bevis av smoltifisering i dette forsgket. Visuell smolt er ikke ngdvendigvis en

fysiologisk funksjonell smolt, og mange forandringer av visuell karakter kan forklares som
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variasjoner i fiskens vekstmgnster (Finstad et al., 1995). En slik starrelsesrelatert sglvfarging
er blitt rapportert hos Atlantisk laks og sglvlaks (Oncorhynchus kisutch) (Johnston et al., 1970;
McMahon et al., 1988).

Prestasjon i sjgvann.

Det har blitt vist at saliniteten i vannet har pavirkning pa fiskens matkonsum. Studier antyder
at forinntaket til regnbuegrret holdt i saltvann (salinitet 28 %.) gker samtidig som vekstraten
synker og at dette er en konsekvens av redusert forutnyttelse (Jurss et al., 1985; MacLeod,
1978). | euryhaline arter pavirkes vekst negativt av gkt salinitet i vann og maksimal vekstrate
blir ngdvendigvis ikke oppnadd under isosmotiske forhold i brakkvann (Brett, 1979). Vare
resultater motstrider dette. Vi sa en gkning i SGR fra ferskvann til sjgvann hos fisken i bade SP
kontroll og SP +salt i lgpet av sjgvannsperioden hos sma fisk i motsetning til LL kontroll. Dette
var derimot ikke tilfellet for stor fisk (Fig. 15). | dette forsgket ble tilvekst i sjgfasen pavirket
bade av lysbehandling og type for (p < 0,0001 for begge) i begge starrelsesgrupper.
Tilvekstforskjellen mellom SP kontroll og SP +salt hos stor fisk avviker fra det Staurnes et al
(2000) viste i regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss). Her ble den ene gruppa utsatt for naturlig
fotoperiode og gitt saltberiket diett (1,5 % NaCl og 9,5 % NaCl), mens den andre gruppa ogsa
ble behandlet med naturlig fotoperiode og gitt kontrollfor uten salt, hvoretter fisken gikk pa
sjevann i 8 uker. Her ble det ikke vist noen signifikante forskjeller mellom gruppene pa tilvekst
etter utsett i sjo (Staurnes et al., 2000).

Tilvekst i sjg (Fig. 15) ma i dette forsgket vurderes i forhold til effekten av behandling i
ferskvann pa smoltstatus ved utsett i sjg. SP kontroll hadde bedre tilvekst i sjg enn hva LL +salt
hadde for liten fisk. Paradoksalt nok gav kombinasjonen av lys- og saltstimulering en mye bedre
vekst i sjgvann sammenlignet med de andre behandlingene i stor fisk, men bare i mindre grad
hos sma fisk. Pa tross av store forskjeller i tilvekst mellom behandlingsgruppene i sjgvann var
forskjeller i fiskevekt ved avslutning av sjgvannsoppholdet ikke stor (Fig. 14). Dette gjenspeiles
av ulik tilvekst i ferskvannsfasen i de ulike behandlingsgruppene, dvs. bedre tilvekst i gruppene

som gikk pa kontinuerlig lys sammenlignet med de som ble gitt en kortdagsperiode (Fig. 11).

Forsgket paviste en lavere tilvekst hos begge sterrelsesgrupper den farste maneden i sjg enn i
den andre maneden (Fig. 15). Dette er a forvente pa grunn av at fisken stresses ved utsett,
samtidig som at individene trenger tid til a tilpasse seg sjgvann. Ifglge tilgjengelig veksttabell
(Appendix V) for post-smolt i sjgvann pa 7 °C er det forventet at prosentvis gkning i
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kroppsvekt dag™ er ~1,28 og ~1.03 for fisk med en vekt pa henholdsvis 125 og 300 gram, altsa
de fiskestarrelser som henholdsvis den lille og store fisken i dette forsgket hadde ved overfagring
til sjg. Den mindre fisken som var behandlet med kort lysperiode og salt i dette forsgket hadde
i andre maned av sjgoppholdet en tilvekst pa nesten 2 %, hvilket er betydelig mer enn forventet,
mens samme behandling i gruppa med stor fisk hadde en tilvekst pa 1,25 %, hvilket ogsa er
over det som er forventet. Dette kan tyde pa at kombinasjonen lys- og saltstimulering kan gke
tilvekst etter sjgutsett i norsk laksenaering. Flere forsgk med lengere opphold i sjgvann er

ngdvendig dersom en skulle fa godt datagrunnlag for langtidseffekter av behandlingene.

De fleste studier viser til at saltberiket for ikke har noen negativ effekt pa appetitt eller forinntak
hverken hos regnbuegrret eller Coho-laks (MacLeod, 1978; Zaugg et al., 1969). For eksempel
ble ikke forinntak og appetitt negativt affektert av saltberiket diett, og foring til full mettelse
medfarte forgket vekst i ferskvann (Salman et al., 1988). Det ble derimot ikke vist noen
forskjeller i vekstrate mellom kontroll -og saltfér. I likhet med dette ble det heller ikke observert
forskjeller i forutnyttelse og forinntak i tilapia (Oreochromis niloticus) pa kontroll -og saltfor
(Fontainhas-Fernandes et al., 2000). | sjgvannsrelaterte forsgk har det ogsa blitt vist at
forinntaket til regnbuegrret pa saltdiett var hayere enn de som fikk kontrollfor. Grunnen til at
fisken spiser mer saltfor kan veere at den kompenserer mot at saltet har en naeringsfortynnende
effekt pa andre komponenter i foret (Salman et al., 1990a). Dette korresponderer godt med vart
forsgk, der det ble malt hgyest forinntak for fisk pa saltdiett i sjgvannsfasen (Fig. 17. A, B), noe
som ogsa bekreftes etter beregning av kumulativt forinntak for alle gruppene i perioden 11.juni
- 9.juli (Fig. 18). Det ble ogsa beregnet gjennomsnittlig tilvekst for forsgksfisken i denne
perioden. Resultatene viste at LL hadde darlig vekst i sjg sammenlignet med SP. Derimot hadde
LL +salt god prestasjon i sjg, men ogsa noe darligere enn SP. Apenbart kom kombinasjonen av
lys og salt best ut, det vil si at lysbehandling gav best prestasjon i sjgvann og ble ytterligere

forbedret av salt i foret.

Oppsummering

| denne studien ble det avdekket uforventede resultater med hensyn til NKA aktivitet,
genuttrykk, plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon etter sjgvannstester ved slutten av
ferskvannsdelen som ikke viser en fullverdig smoltifisering hos lysstimulert smolt, ei heller
klare forskjeller mellom behandlingsgruppene. Ettersom dette er faktorer som er mye brukt i
oppdrettsnaringen for & bestemme smoltifiseringsstatus og derved prestasjon etter sjgutsett var

det avgjerende og hayst relevant a basere oppgaven rundt disse biologiske indisiene. Grunnen
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til varierende resultater tenkes a skylde ulike starrelsesgrupper, ettersom dette kunne gi ulik
smoltifiseringsstatus pa fisken under forsgksperioden. Det anbefales fortsatt at faktorer som
enzymaktivitet i gjeller, genuttrykk og plasmaverdier tas hensyn til i settefiskfasen for a avgjere
smoltstatus, da litteraturen gir godt vitenskapelig grunnlag for at utviklingen av disse er
avgjerende under smoltifiseringen. | dette forsgket, derimot, var ikke disse gode indikatorer
totalt sett.

Resultater fra tilvekst og forutnyttelse i sjg ga derimot meget klare svar. Fisk behandlet med
kort daglengde og saltberiket for presterte best, samtidig som det ble vist at eksponering til kort
dag gav en ekstra god preadaptasjon til sjgvann. Resultatene fra dette forsgket gav ikke
grunnlag for a si hvilken ekstra dimensjon lysstyringen gav, men det er grunn til 4 anta at dette
har a gjere med hormonelle og metabolske tilpasninger som styres av en midlertidlig
eksponering til kort dag. Kombinasjonen av lys- og saltbehandling bar derfor vurderes som
meget aktuell for lakseoppdrettere med hensyn pa tilvekst og velferd i sjgfasen. God vekst og
velferd etter sjoutsett er serdeles viktig bade av hensyn til fiskens liv og for oppdretterens

gkonomi.
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Appendix | — Uttaksdato

|.I — Datooversikt over prgveuttak fra fisk i ferskvann.

Tabell 1 - Behandlingsgrupper er presentert med starrelse, for og lysregime ved ulike tidspunkter for pregveuttak

Tidspunkt 1 (T1) Starrelse Lysstyring Foér
Uke 6 Liten
LL-LL-LL Kontroll
2018 Stor
Liten
Tidspunkt 2 (T2) Sior LL-LL-LL
Uke 12 Kontroll
Liten
2018 LL-SP-LL
Stor
Liten
LL-LL-LL
Stor
Kontroll
Liten
Tidspunkt 3 (T3 LL-SP-LL
aspun (T3) Stor
Uke 19
Liten
2018 LL-LL-LL
Stor
Salt
Liten
LL-SP-LL
Stor
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Il — Datooversikt over vekt og- lengdemaling av Floy-merket fisk.

Tabell 2 - Datooversikt over vekt- og lengdemaling av Floy-merket fisk.

Vekt- og lengdemaling av Floy-merket fisk
Dato Starrelsesgruppe Behandlingsgruppe For
07.02.2018 ) LL-LL-LL
Liten A
(TD) LL-SP-LL
09.02.2018 LL-LL-LL
Stor A
(T1) LL-SP-LL
19.03.2018 )
Liten LL-LL-LL A/B
(T2)
20.03.2018
Liten LL-SP-LL A/B
(T2)
20.03.2018
Stor LL-SP-LL A
(T2)
21.03.2018 LL-LL-LL A/B
Stor
(T2) LL-SP-LL B
07.05.2018 ) LL-LL-LL B
Liten
(T3) LL-SP-LL A
10.05.2018 ) LL-LL-LL A
Liten
(T3) LL-SP-LL B
11.05.2018 LL-LL-LL A/B
Stor
(T3) LL-SP-LL A
12.05.2018
Stor LL-SP-LL B
(T3)
LL-LL-LL
Liten Kommersielt for
11.06.2018 LL-SP-LL
(T4) LL-LL-LL
Stor Kommersielt for
LL-SP-LL
09.07.2018 Liten
LL-LL-LL Kommersielt for
(T5) Stor
_ LL-LL-LL
Liten
10.07.2018 LL-SP-LL
Kommersielt for
(T5) LL-SP-LL
Stor
LL-LL-LL
11.07.2018 Liten
LL-SP-LL Kommersielt for
(T5) Stor
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Appendix Il — Kjemikalier og metode ved analyser.

I.I NKA aktivitet

SEI Buffer
e 26,76 g Sucrose x
e 1,86 gNa2EDTA/Titripex Ill
e 1,70 g Imidazol

0,5 % SEID

e 0,1 g Natriumdeoksycholate

Imidazol buffer
e 3,404 g Imidazol

Saltlgsning
e 552gNaCl
e 1,07 gMgCI2-6H20
e 157gKCl

PEP (Phosphoenolpyruvat)

e 0,491 g Phosphoenylpyruvat

Ouabain

e 0,382 g Ouabain

Na-acetat-buffer

e 0,767 g Na-acetat-thrihydrat

Lases i 475 ml dH-0.
pH justeres til 7,3 ved hjelp av HCI.
Volumet justeres til 500 ml med dH20.

Lgses i 20 ml SEI-buffer.

Lases i 950 ml dH20.
pH justeres til 7,5 med HCI.
Volum justeres til 2000 ml med dH20.

Lgses i 500 ml Imidazol buffer

Lases i 100 ml Imidazol buffer.
Ferdig lasning fordeles i reagensrar pa 5
eller 10 ml. Oppbevares i biofrys (-80 °C).

Lases i 50 ml Imudazole buffer i kokende
vannbad i avtrekksskap.
Oppbevares markt i kjgleskap (4 °C).

Lgses i 100 ml dH20. pH justeres til 6,8.
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ADP standard Lases i 25 ml Na-acetat-buffer. Ferdig
e 0,0489 g ADP lgsning fordeles i eppendorfrar pa 300 pl.
Oppbevares i biofrys (-80 °C)

AM-medium

Tabell 3 - Reagentene som inngar i Assay-miks til proteinanalyse
Lasning 2 mikroplater
Startvolum Imidazol-buffer (IB) 20 ml
Pyruvatekinase (PK) 24 ul
Lactic dehydrogenase (LDH) 31 ul
NADH 5mg
Phosphoenolpyruvat (PEP) 5mi
Adenosine 5’ -triphosphate (ATP) 0,0145¢g
Sluttvolum justert med 1B 35 ml

1. Etbegerglass settes pa is og tilsettes startvolumet med IB.

2. PK og LDH pipetteres til 2 ml eppendorfrgr og sentrifugeres ved 12,000 rpm i 8 min.
Supernatanten fjernes og pelleten resuspenderes i IB far den overfares til begerglass med IB.

3. Leser NADH i IB og tilsettes i begerglasset.
4. Tilsett tint PEP til begerglasset.
5. Vei ut ATP og tilsett IB til det lgser seg. Tilsettes i begerglasset.

6. Lasningen i begerglasset overfares til en malesylinder og justeres til sluttvolumet med 1B

Brukslagsninger (AM og AM-O)
Tabell 4 - Brukslgsninger av AM og AM-O

Lgsning AM AM-O
AM medium 17,5 ml 17,5 ml
Oubain 0 mi 1,25 ml
Imidazol buffer (IB) 1,25 ml 0ml

To 50 ml sentrifugergr merkes med henholdsvis AM og AM-O. AM-O rgret kles med
aluminiusfolie da ouabain er sveert lyssensitiv. Lgsningene blandes i henhold til tabellen over.
L@sningene oppbevares pa is.
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Fortynning av ADP standard

Tabell 5 - Fortynning av ADP standard til konstruksjon av standardkurve

nMol 10 plIt Imodiazol-buffer (ul) ADP standard (ul)
0 200 0
5 175 25
10 150 50
20 100 100

Proteinanalyse

Bruker BCA Protein Assay Kit, PIERCE.

Tabell 6 - Konsentrasjonsoversikt over albumin proteinstandard i ulike fortynningsserier med H20 og

BSA.
Std (ul/10 pl) 2 mg/ml BSA std (ul) dH20 (ul)
Blank 0 100
5 25 75
10 50 50
20 100 0
1. Tinte prgvene pa is.
2. Lagde arbeidslgsning: 20 ml reagens A + 400 pl reagens B (50:1)
3. Lagde standarder til standardkurven etter tabell x (over)
4. Sentrifugerte prgvene i kjglesentrifuge ved 3800 rpm i 30 sekunder for a fjerne
ulgselig materiale.
5. Appliserte 10 ul av hver standard pa platen i triplikat.
6. Appliserte 10 pl av hver prgve pa platen i triplikat.
7. Tilsatte sa 200 pl arbeidslgsning til hver brgnn og ristet platen forsiktig.
8. La lokk pa platen og pakket den inn i aluminiumsfolie.
9. Inkuberte platen ved 37 °C i 60 min.

10. Leste av platen pa plateleseren ved 540 nM i 12 sekunder.

11. Brukte Excel til & beregne mengde protein i hver prgve, og satt resultatene i et
oversiktsark og regnet aktivitet pr time.
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II.I RNA analyser

Etanol presipitasjon
Dag 1.
1. Tilsett 0,1 volum (= 3ul) 3 M Natrium Acetat og bland.
2. Tilfgr videre 3 volum (= 90ul) 100% etanol.

3. Inkuber pravene pa -20°C over natten.

Dag 2.
1. Spinn ned RNA pa 13,000 rpm ved 4°C i 30 minutter.

2. Fjern supernatanten forsiktig og vask deretter RNA pelleten ved a tilfgre 500 pl
80% etanol og la pelleten blgtes i dette 2 minutter pa is.

3. Sentrifuger prevene pa 13,000 rpm i 5 minutter og fjern deretter all etanol.

4. La pelleten tarke med apent lokk i 5 min — 1 time (kortest tid mulig) i
romtemperatur 20-25°C. Lgs opp RNA ved a tilsette 30 pl H20.

Revers transkripsjon

Tabell 7 — Komponenter som inngér pr prave ved revers transkripsjon.

1 reaksgon

9 ul
Reagenter Ou

Random hexamer primers

5x reaction buffer

Ribolock RNAse inhibitor

10 mM dNTP Mix

RevertAid Reverse transcriptase

+ Template

X X » N P >~ P

+ Water

Totalt 20
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Appendix Il = Férsammensetning

Tabell 8 - Sammensetning av kontroll- og saltfér brukt i forsgket.

Diets: 4 mm pellets, 100 % sinking pellets, 175 kg pr diet

DietName B
Diet description Salt diet

Wheat 15.0 9.9
Wheat gluten 10.0 12.0
Sunflower meal 5.0 2.0
Soy Protein Concentrate 15.5 15.0
Fababean dehulled 4.8 2.0
Fish meal 313 32.3
Rapeseed oil 8.5 8.6
Fish oil 8.5 8.6
Water 0.3 1.0
Vitamin & Mineral premixes 1.1 1.1
Salt NaCl 0 6
Calcium chloride 0 0.75
L-Tryptophan 0 0.4
Magnesium chloride 0 0.25
Total: 100.00 100.00
V MOIST % .20 8.20
C PROT % 43.55 43.24
C FAT % 21.59 21.99
ASH % 6.98 13.26
Gross energy (MJ) 22.17 21.21
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Veksttabell for Atlantisk laks i sjgvann fra Skretting

ETTING

Growth table atlantic salmon _.IZAw \*u% .\U«._®<>.Z

e —

temperature

1 | 6

—

0.677 08304 1.128 1.346' 1.555 1.752 1934 2,099 2.243 2.364 2.459 2526 2.560 2.560 2.523

0.703 0.90f 1.057 1.288 1473 '1.648 1811 1.957 2086 2193 2.277 2.333 2.360 2.355 2.3t4

0642 0809 0.5/7 1.143  1.304  1.457 1.59% 1.7:4 1.841 1.935 2.007 2053 2.073 1061 2017

0.578 0.728 0.875 1.03¢ 1177 1,317 1448 1.567 1.670 1.756 1.82%1 1.862 1.877 1.862 1.B1S

0.525 0.662 0802 0942 1.07% 1.210 1.333 1.444 1.541 1.621 1.681 1.718 1.730 1.713 1.664
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Morfologi

Liten stgrrelsesgruppe ved T3

Figur 1 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i liten stgrrelsesgruppe
(LL) ved T3

Figur 2 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i liten stgrrelsesgruppe
(LL +salt) ved T3.

60



Bildeappendix

Figur 3 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i liten stgrrelsesgruppe
(SP) ved T3.

Figur 4 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i liten stgrrelsesgruppe
(SP +salt) ved T3.
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Stor stgrrelsesgruppe ved T3

Figur 5 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i stor stgrrelsesgruppe
(LL) ved T3.

. LL-LL-LL +salt
' T3
Large

Figur 6 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i stor stgrrelsesgruppe
(LL +salt) ved T3.
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Figur 7 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i stor stgrrelsesgruppe
(SP) ved T3.

Figur 8 - Bildet viser sglvfarging og generelle morfologiske smoltindisier hos fisk i stor stgrrelsesgruppe
(SP +salt) ved T3.

63



