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SAMMENDRAG

I den senere tid har konseptet dyrevelferd blitt gitt gkende oppmerksomhet. Det & drive
oppdrett av fisk under god fiskevelferd er viktige forutsetninger for & oppna god fiskehelse,
lav dedelighet, god kvalitet, godt omdgmme, og god lgnnsomhet. Kunstig produsert triploid
laks, med ett ekstra kromosomsett, er sterile og man har igangsatt produksjonen av denne type
laks med den hensikt for a redusere den genetiske trusselen remt oppdrettslaks representer for
den ville norske atlantiske laksen. | oppdrettsnaringa kan fisk oppleve utfordrende situasjoner
som kan virke stressende. Stress farer til to primaere responser: 1. En adrenergisk respons som
farer til gkte konsentrasjoner av adrenalin og noradrenalin i blodplasma, og 2. Hypothalamus
— hypofyse — interrenal (HPI) akse respons, som farer til gkte konsentrasjoner av kortisol i
blodplasma. Den fulle biologiske effekten av a ha et ekstra kromosomsett er ikke fullstendig
kjent, men en tror at triploider er mer sensitive til sub — optimale miljgforhold. Malet med
denne oppgaven var a studere effekten av en akutt allostatisk belastning pa HPI - aksen hos
diploid og triploid Atlantisk laksesmolt (Salmo salar L.). Fem hundre smoltifiserte (0+)
Atlantiske laks ble brukt under dette forsgket. Forsgket bestod av fire grupper; kontroll
diploid, kontroll triploid, stress diploid og stress triploid. Stressgruppene ble utsatt for 20
minutt trenging og fordelt i ulike kar for prgvetaking etter 0, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48 og 72
timer. Bade diploid og triploid hadde gkte konsentrasjoner av kortisol etter pafert stressor,

men den triploide laksen viste signifikant hgyere verdier sasmmenlignet med diploid.

Resultatene i denne undersgkelsen indikerer at triploid laksesmolt utsatt for en akutt
allostatisk belastning resulterer i en allostatisk overbelastning i grenseland av type 1 og type 2
respons med en midlertidig oversensitivitet til ACTH og et redusert negativt
tilbakekoblingssystem, med en midlertidig redusert regulatorisk evne av divalente ioner. Selv
om det ikke ble pavist noen negative terticere stressresponser som redusert vekst eller gkt
dedelighet i dette forsgket, kan den oversensitive triploide laksen fort ende opp i en allostatisk
overbelastning type 2 (kronisk stress) med etterfelgende komprimert dyrevelferd, hvis den
utsettes for en kraftigere eller mer langvarig stressor. Den triploide laksen ber derfor
handteres sa skansomt som mulig, med lavest mulig stresshelastning for unnga at
dyrevelferden til den ploide laksen blir satt pa en alvorlig preve i kommersiell

oppdrettssammenheng.



SUMMARY

The concept of animal welfare is given a lot of attention the last few years. It is
beneficial to practise good fish welfare in aquaculture to achieve good fish health, low
mortality, good quality and high profitability. Artificial produced triploid salmon, with an
extra pair of chromosomes, is sterile and produced to prevent genetic interactions with wild
populations. In aquaculture fish may experience challenging situations that might appear
stressful. Stress leads to two endocrine responses: 1. Adrenergic response that leads to
increased concentrations of adrenalin and norepinephrine in blood plasma and 2.
Hypothalamus — pituitary - interrenal (HPI) — axis response, that leads to increased
concentrations of cortisol in blood plasma. The full biological effects of having an extra
chromosome set are largely unknown, but triploids is considered more sensitive to sub -

optimal environmental conditions.

The goal for this study was to investigate the effect of an acute allostatic load on HPI —
axis of diploid and triploid Atlantic salmon smolts (Salmo salar L.). Five hundred smoltified
(0+) Atlantic salmons were used under the experiment. The experiment consisted of four
groups: control diploid, control triploid, stress diploid and stress triploid. The stress groups
was exposed for 20 minutes crowding stress, and distributed to different tanks for sampling
after 0, 1, 2, 3, 4, 6, 12, 24, 48 and 72 hours. Both diploid and triploid had elevated
concentrations of plasmacortisol, but the triploid salmon showed significantly greater values
compared to diploids. The results of this study indicate that triploid Atlantic salmon smolts
exposed to an acute allostatic load result in an allostatic overload between type 1 and type 2
responses with a temporary oversensitivity to ACTH and a reduced negative feedback system,
with a temporary reduced regulatory ability of divalent ions. Although, no negative tertiary
stress responses like reduced growth or increased mortality was detected in this experiment,
the oversensitive triploid salmon might quickly end up in a allostatic overload type 2 (chronic
stress) followed by compressed welfare, if subjected to a stronger or longer lasting stressor.
The triploid salmon should therefore be handled as gently as possible, with the lowest stress
load possible to prevent that the animal welfare of this ploid salmon is becoming

compromised.



1. INNLEDNING

1.1 Dyrevelferd

I kommersiell oppdrett av fisk handler det om & dyrke frem fisk til markedsstarrelse,
med minst mulig innsats, tid og kostnad, ofte pa bekostning av dyrets ved og vel. | den senere
tid har temaet dyrevelferd gitt skende oppmerksomhet, bade hos produsenter og hos
forbrukere (lversen & Eliassen, 2012; Poli et al., 2005). Temaet dyrevelferd er bade
omfattende, vanskelig og omstridt, og det ser ut for at en felles definisjon er vanskelig a bli
enig om. Dette pa grunn av ulik bruk av konseptet, av bade folk med og uten en vitenskapelig
bakgrunn (Evans, 2009; Huntingford & Kadri, 2008; Iversen & Eliassen, 2012). Det er to
sparsmal som ma besvares fgr en i det hele tatt kan lage riktige og gode nok retningslinjer
som omhandler velferd hos fisk. Dette er 1. Hva er definisjonen pa dyrevelferd? og 2.
Hvordan males dyrevelferd? (Ashley, 2007). Det er mange som har prgvd seg pa a lage en

felles forstaelse pa hva dyrevelferd egentlig er.

Fraser et al. (1997) prevde a lage en tilnerming pa dyrevelferd ved 4 identifisere de tre
starste vitenskapelige filosofier som er blitt brukt for & adressere dyrevelferd. Disse tre var
ifelge dem at dyr skulle ha muligheten til & leve et normalt liv (gkofysiologi), at de ikke skulle
lide (moraletikk) og at dyr bgr kunne fungere normalt biologisk og fysiologisk sett.
Huntingford og Kadri (2008) foreslo en annen mer praktisk tilneerming som skulle gjare det
mulig & konkludere med at et dyr hadde god velferd om de fglgende tre punkter inntraff: 1.
Dyret er tilpasset miljget, med alle sine biologiske system i funksjon, 2. Dyret lever et naturlig
liv, med muligheten til & utrykke sin adferd som den ellers ville ha gjort i det fri, og 3. Dyret
ma ikke utsettes for negative opplevelser som smerte, frykt eller sult, og ma ha tilgang til de
positive opplevelsene som sosiale interaksjoner. | dag benyttes det en praktisk tilneerming pa
dyrevelferd basert pa arbeidene til Fraser et al. (1997) og Huntingford og Kadri (2008).
Mellor og Stafford (2001) foreslo en tilneerming som gjer at en kan skille mellom god og
darlig velferd hos dyr. De mente at man kunne sikre god dyrevelferd om de var fri for de «fem
frinetsgrader». De fem frihetsgrader sier at et hvert dyr skal veere fri for: 1. Sult og terst, 2.
Skadelige miljagifter, 3. Sykdom og skade, 4. Adferdsrestriksjoner (inkludert mangel pa
plass) og 5. Mentallidelse. Dette er tekstbasis i lovform som benyttes i mange land, og i den
praktiske reguleringen av dyrevelferd (Huntingford & Kadri, 2008; Mellor & Stafford, 2001,
Sandge & Christiansen, 2007).



1.2 Dyrevelferd og fisk

Det & inkludere fisk under begrepet dyrevelferd, og under de fem frihetsgrader er
komplisert og omstridt (Huntingford et al., 2007). Det virker som om folk ofte assosierer
dyrevelferd med organismer som har stgrre kapasitet til en form for erkjennelse. Selv med
forskjellige synspunkt om at fisk i det hele tatt kan oppleve frykt og smerte (Rose et al., 2014;
Sneddon, 2006; Sneddon, 2009), kan man ikke vite hva en fisk matte fale i gitte situasjoner,
0og man kan dermed ikke anta at fisk er mindre viktig enn organismer som kanskje har en
starre kapasitet til selverkjennelse. Havbruksnaringa har vert aktive med & utvikle interne
retningslinjer for god praksis (Dykes, 2012; FEAP, 2013). Det a drive innenfor god
fiskevelferd er viktig, og gagner ikke kun fisken, men er ogsa en viktig forutsetning for &
oppna god fiskehelse, lav dgdelighet, god kvalitet, godt omdemme og god lgnnsomhet
(Iversen, 2008; 2009a; b; Iversen & Eliassen, 2012). Juni 2009 tradte dyrevelferdsloven i
kraft i Norge (LOV, 2009), og kravene til denne loven er i stor grad regulert gjennom
forskrifter. Noe som betyr at det er gitt en rekke bestemmelser om fiskens velferd, bade for
etablering og for drift av akvakulturanlegg og for slakting av fisk innen kommersiell oppdrett
(Mattilsynet, 2012).

1.3 Stress

Det mangler fortsatt en god og felles definisjon pa begrepet stress, selv om det er blitt
diskutert i arevis blant vitenskapsmenn (Moberg, 1985; Selye, 1950; 1973). Stress kan anses
for & vaere en tilstand som virker forstyrrende pa fiskens normale likevekt, kalt homeostase.
Forstyrrelsene skyldes indre og/eller ytre stimuli, som defineres som stressorer (Moberg,
1985; Selye, 1950; 1973; Wedemeyer, 1996; Wendelaar Bonga, 2011; Wendelaar Bonga,
1997). | oppdrettsneeringa kan fisk oppleve utfordrende situasjoner som kan virke stressende.
Stressorer i akvakultur kan veere eksempelvis darlig vannkjemi, handtering, transport,
vaksinering, predatorer, sykdom og underernering, o.l. For at fisken skal kunne opprettholde
sin indre likevekt, i kampen mot stressorer, kreves det en rekke motvirkende (adaptive)
mekanismer (lversen, 2013; Iversen & Eliassen, 2014; Schreck, 2010; Wendelaar Bonga,
2011; Wendelaar Bonga, 1997). Disse adaptive mekanismene gjer at fisken skal kunne
tilpasse seg og overvinne stressorene, slik at likevekten (homeostasen) blir opprettholdt.
Stress kan dermed defineres som en tilstand hvor homeostasen hos en organisme trues eller
forstyrres pa grunn av en eller flere indre og/eller ytre stimuli, definert som stressorer
(Schreck, 2010; Selye, 1950; 1973; Wendelaar Bonga, 1997). Stress er en naturlig tilstand



hos fisk, og gker individets evne til a overleve i ugunstige forhold. Kortidseffekten er derfor
positiv. Men all stress har en kostnad, og varer stresset over lengre tid vil dette fa
konsekvenser for dyrets evne til a fungere normalt (Iversen & Eliassen, 2012).

1.3.1 Akutt og kronisk stress

Man deler gjerne begrepet stress inn i akutt stress og kronisk fase. Akutt fase defineres
som stress som varer i minutter til timer, mens den kroniske fasen er stress som varer i flere
timer, uker eller maneder (Dhabhar & McEwen, 1997). Forskjellene mellom dem er ganske
uklar, i og med at det kan vaere vanskelig & generalisere effekten ulike stressorer har pa
forskjellige dyr, samt stressorer ofte overlapper hverandre (Wendelaar Bonga, 2011,
Wendelaar Bonga, 1997). Men man bruker gjerne denne tilneermingen (forenklingen), i og
med at det kan hjelpe oss til & forsta effektene av stress. Stress er ogsa en individuell
opplevelse. Dette fordi at organismer er ulikt utstyrt fra naturens side (genotype), noe som vil
si at den fysiologiske tilstanden er ulik og vil derfor medfgre en ulik respons til samme
stressor (Iversen, 2013). | og med at stressrespons hos fisk er naturlig, er stressresponsen
adaptiv. Dette betyr at fisken far hentet seg inn igjen etter en stressor, og opprettholdt
homeostasen. En adaptiv stressrespons er ikke skadelig, men gker individets mulighet for a
overleve. Strekkes stressresponsen ut over lengre tid, og utenfor de normale grensene kan
stressresponsen vare maladaptiv, og effekten kan dermed vare skadelig for fisken (Pickering
& Pottinger, 1989).

1.3.2 Stressrespons

Stressresponsen kan deles inn i primere, sekundeere og tertieere responser. En
stressrespons starter med en primar respons som inkluderer en gkt utskillelse av
katekolaminer, som i hovedsak er adrenalin og noradrenalin, samt stimulering av HPI-aksen
som resulterer i en gkt produksjon av kortikosteroider, som ferst og fremt er kortisol. Denne
neuroendokrine responsen fgrer sa til sekundaere og muligens tertieere stressresponser.
Sekundere stressresponser skjer som et resultat av de primere responsene og inkluderer
metabolske, cellulere, osmoregulatoriske, og hematologiske endringer, samt forandringer i
immunfunksjonen, hvor alle endringene relateres til fysiologiske tilpasninger. Tertigre
stressresponser fgrer til nedsatt vekst, sykdomsmotstand, metabolisme, reproduksjon,
utholdenhet og svemmeevne, samt gkt dedelighet. En tertizer stressrespons kan oppsta ved
langvarige stresspakjenninger og pavirker hele organismen eller populasjonen (Figur 1)

(Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997). Det er viktig a notere seg at denne klassifiseringen
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er noe forenklet i og med at det er omfanget og varigheten av stressoren(e) som bestemmer

graden av responsen (Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997).

Primaere Responser
f! kortisol

ft adrenalin og noradrenalin
Endring i neurotransmitter
aktiviteten

Sekundeere Responser

Kjemiske stressorer
Eks. kontaminering og
forurensing, CO, NH;+ ol.

*Metabolsk endringer
«Celluleere endringer

«Osmoregulatoriske
endringer

Fysiske stressorer
eks. fanging, sortering, <
transport ol.

*Hematologiske endringer

\ <Endring i immunefunksjon

Tertizere Responser
U Vekst

U sykdomsmotstand

U redusert utholdenhet
! Dodelighet

Endret adferd

”Psykiske” stressorer
eks. frykt, naerhet av
predator, mennesker ol.

Figur 1. Konseptet stress og dets mulige effekter pa fisk. Etter Barton (2002) og Iversen (2013).

1.3.3 Allostase

Det har lenge vert kjent at organismer streber mot et konstant og balansert indre miljg,
ogsa referert som homeostase. Homeostasen stabiliserer essensielle fysiologiske parametere
under endrede forhold. Allostase er en tilstand som statter opp homeostasen, og innebarer at
en oppnar stabilitet gjennom endringer (McEwen, 1998; 2005; McEwen & Wingfield, 2003;
McEwen & Wingfield, 2010;  Schreck, 2010;  Sterling, 2012). Hormoner som
kortikosteroider, katekolaminer og cytokiner er primere budbringere til allostase (McEwen,
1998; 2005; McEwen & Wingfield, 2003; Sterling, 2012).

1.3.4 Allostatisk belastning og overbelastning

Allostatisk tilstand refererer til at aktivitetsnivaet til de primare budbringerne endres.
Noe som kan resultere i en ubalanse, ved at det enten skilles ut for store eller for sma menger
hormoner. Allostatisk tilstand varer i korte perioder sa fremst de homeostatiske mekanismene
blir holdt under kontroll (McEwen, 1998; 2005; McEwen & Wingfield, 2003; McEwen &
Wingfield, 2010; Schreck, 2010; Sterling, 2012). Hvis det er ubalanse i de primare
budbringerne i en lengre periode, og homeostasen ikke blir opprettholdt pa samme niva, vil
det fore til allostatisk belastning. Allostatisk belastning refererer til en kumulativ pakjenning
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av en allostatisk tilstand (McEwen & Wingfield, 2003). Dette har en sammenheng med at
hormonene kortikosteroider og katekolaminer som skilles ut under en stressrespons har bade
essensielle og mulige skadelige effekter. | korte perioder er hormonene essensielle for
tilpasning, opprettholdelse av homeostasen og overlevelsen (allostase), men over lengre
perioder kan dette vare en belastende eller skadelig pakjenning. Allostatisk overbelastning er
en tilstand hvor alvorlig sykdom kan inntreffe. Allostatisk overbelastning kan deles i to typer
responser, hvor type 1. kan assosieres med akutte stressresponser og er adaptive, mens type 2.
assosieres med kroniske stressresponser og er maladaptive (lversen & Eliassen, 2014;
McEwen & Kalia, 2010; McEwen & Wingfield, 2003; Schreck, 2010).

1.4 Endokrine stressresponser

Stress farer til to endokrine responser: 1. En adrenergisk respons som farer til gkte
konsentrasjoner av adrenalin og noradrenalin i blodplasma, og 2. Hypothalamus - hypofyse
(pituitary) — interrenal (HPI) akse respons, som farer til gkte konsentrasjoner av Kkortisol i
blodplasma (Wendelaar Bonga, 2011).

1.4.1 Adrenergisk respons

Den adrenergiske stressresponsen farer til en gyeblikkelig gkning av katekolaminer,
hovedsakelig adrenalin og noradrenalin, i blodplasma. Nar en fisk blir utsatt for stress settes
den fysiologiske stressresponsen i gang av det sentrale nervesystemet (SNS). De synaptiske
nervefibrene stimulerer frigjering av katekolaminer, ut fra kromaffine celler, som i hovedsak
er lokalisert i fremre del av nyren. Siden katekolaminer primeert er lokalisert i kromaffine
celler lgses dette hurtigere ut enn utskillelsen av kortisol (Saligaut et al., 1999). Man bruker
ikke katekolaminer som indikator pa primeere stressresponser, i og med at adrenalin og
noradrenalin har sépass kort biologisk halveringstid som 10 minutter i fiskeblod (Wendelaar
Bonga, 2011).

1.4.2 HPI-akse respons

Hypothalamus — hypofyse - interrenal (HPI) - aksen er en kaskade av hormoner, med
kortisol som det fysiologiske viktige hormonet (Bernier, 2006; Bernier & Peter, 2001; Ellis
et al., 2012). HPIl-aksen hos beinfisk er sammenlignbar med stressaksen hos pattedyr
(hypothalamus — hypofyse — adrenal (HPA) akse), som er et resultat av konvergent evolusjon,
noe som innebarer at de har utviklet lignende genetiske eller morfologiske strukturer, pa

grunn av lignende levesett i samme type miljg (Tsalafouta et al., 2014).
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Begge aksene er neuroendokrine kretser med et felles opphav, men er ulike i den
mikroanatomiske organisasjonen av de cellene som syntetiserer glukokortikoider. Hos
pattedyr, fugler og reptiler er disse cellene lokalisert i den adrenergiske kjertelen, som er en
sammensatt kjertel bestdende av celler som syntetiserer steroider anordnet i lag (adrenal
cortex) rundt et nettverk av «sinusoidal» blodarer som stammer fra den adrenale arterien og
katekolamin syntetiserende celler (adrenal medulla). Den adrenergiske kjertelen er hos
tetrapoder lokalisert ved siden av nyrene. Hos amfibier og beinfisk er cellene som syntetiserer
glukokortikoider (interrenale celler) ikke en kjertel, men ligger spredt pa overflaten, tett inntil
blodkar i fremre del av nyrene (hodenyren) (Backstrem et al., 2011; Ellis et al., 2012;
Tsalafouta et al., 2014).

Tre forskjellige endokrine akser er i hovedsak involvert i regulering og utrykk av
stress, under pavirkning av en stressor. Disse tre aksene er kortikotrofisk-, melanotrofisk- og
tyrotrofiske akse, men i denne oppgaven vil det kun fokuseres pa den kortikotrofiske akse. En
«akse» er en konseptuell tilnzerming for & kunne beskrive og modellere hvordan endokrine
systemer kontrolleres. En typisk endokrin akse er delt inn i lag av kontrollerende hierarki. Hos
pattedyr og beinfisk bestar det stgrste neuroendokrine reguleringssystemet av hypothalamus,
hypofysen og perifere endokrine kjertler eller celler (interrenalt vev), sistnevnte reguleres av
sekresjon fra hypofysen (Bernier, 2006; Bernier & Peter, 2001; Ellis et al., 2012; Iversen &

Eliassen, 2014). Se Figur 2. for oversikt over HPI-aksens lokalisasjon i beinfisk.

Kidney: Renin-Angiotensin System

Head Kidney
Interrenal

Chromaffin Tissue
CRH Hypothalamus Pineal
acth |

Corpuscles
of Stannius

Urophysis

Thyroid
Follicles Heart

Gastrointestinal Paqcrea((c
Peptides Tissue

Fig. 5.10 Schematic diagram illustrating localization of the different endocrine organs in fish.

Figur 2. Organene som er ansvarlige for produksjon av stresshormonene i HPI-aksen er indikert med bla
firkanter, og hormonene fra de ulike endokrine organene er indikert med rgde firkanter. Modifisert etter en
tegning av Bernier et al. (2009).
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Utskillelse av kortisol starter med en aktivering av HPI-aksen, som da farer til at
kortisol blir produsert, og skilt ut fra den fremre del av nyren (Bernier, 2006). Utskillelsen
starter med utslipp av kortikoliberin hormon (CRH), eller faktor (CRF), fra hypothalamus,
som i sin tur stimulerer utskillelsen av adrenokortikotropt hormon (ACTH) fra hypofysens
fremre lapp og ut i sirkulasjonssystemet. ACTH binder seg til melanokortin 2 reseptor
(MC2R) pa interrenal steroidogene celler. Disse aktiverer en kaskade av reaksjoner som farer
til biosyntese av kortisol, og som igjen skilles ut i sirkulasjonssystemet (Figur 3) (Bernier,
2006).

J’_

Stressor

skilles ut av kroppen via lever -nyrer

Figur 3. Prinsippskisse av hypothalamus — hypofyse — interrenal aksen hos fisk (Bernier et al., 2009).

HPI-aksen beskrevet ovenfor er en forenkling, og er meget kompleks og til dels lite
forstatt. Det er nemlig slik at det er flere faktorer (primert hormoner) som virker inn pd CRH
og ACTH pa alle niva, som vil utgve kontroll og vaere med a regulere konsentrasjonen av
kortisol i blodplasma (Alsop & Vijayan, 2009a; Bradford et al., 1992).
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1.5 Kontroll av kortisolutskillelsen

Den endokrine kontroll av kortisolutskillelse hos beinfisk er kompleks. Atrial
natriuretic faktor, angiotensin Il, veksthormon, tyroksin, argenin vasotokin og katekolaminer
har alle kortikotrofiske aksjoner, hvor kortisol viser til & pavirke sin egen utskillelse ved
negativ tilbakekobling av sin egen sekresjon direkte pa interrenale celler. I tillegg viser det
seg at interleukin-liknende faktorer kan ha hemmende og stimulerende effekter pa
kortisolutskillesen, men at effektene av disse faktorene er sannsynligvis kun involvert i
modulering av kortikotrofiske aksjoner av hormoner som har sin opprinnelse i hypofysen.
Studier pa fisk som har fatt fjernet hypofysen, indikerer at det er hypofysen som dominerer

kontroll av sekresjon av kortisol (Wendelaar Bonga, 2011).

1.5.1 CRH/CRF og den hypothalamiske kontroll av ACTH

Kortikoliberin hormon (CRH) eller faktor (CRF) er et peptid bestaende av en sekvens
pa 41 aminosyrer, og likner strukturen til urotensin | (UI) lokalisert i urofysen hos beinfisk og
er den mest potente stimulerende faktor for regulering av ACTH (Bernier et al., 2009;
Engelsma et al., 2002; Ojima & lwata, 2010). CRH stimulerende celler er dokumentert i
hypothalamiske nucleus preopticus (NPO) og i nucleus tuberis (NLT) i kongelaks
(Oncorhunchus tshawytscha), gullfisk (Carassius auratus), regnbuegrret (Oncorhynchus
mykiss) og «white sucker» (Catostomas commersoni), og viser a spille en vesentlig rolle
under tilpasninger til stressorer (Bernier et al., 2009). Det er flere faktorer som kontrollerer
ACTH utskillelse bl.a. arginine vasotokin (AVT), tyreotropin (TRH), POMC-derivatet
ACTH, og endorfiner. Det er usikkert om peptidene produseres i de samme CRF
produserende cellene eller i separate celler, og intercelluleer kommunikasjon foregar muligens
via synaptiske eller synapseliknende kontakt, eller spesifisert via lokaliserte reseptorer pa
neuronene (Bernier et al., 2009; Flik et al., 2006).

Det synes som CRH neuronene i NPO og NLT har ulike funksjoner, ettersom lesjon i
gullfisker sine NPO stoppet plasmakortisol produksjonen, men pavirket derimot ikke innhold
av ACTH. NLT lesjon reduserte bade hypofysens innhold av bade ACTH og plasmakortisol.
Dette kan indikere at disse to regionene i hjernen har ulike fysiologiske roller nar det kommer
til kontroll av CRH (Bernier et al., 2009; Flik et al., 2006; Norris & Hobbs, 2006).
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1.5.2 Adrenokortikotropisk hormon ACTH
ACTH er det minste peptidet i adenohypofysen (AN — forlappen av hypofysen) og

bestar av en enkel linear kjede med 39 aminosyrer. ACTH produseres i Rostral Pars Distalis
(RPD) regionen av AN, og regulerer utskillelsen av kortisol. ACTH sin rolle i fisk er a
regulere steroidogenesen i de interrenale cellene i hodenyren (Bernier et al., 2009; Wendelaar
Bonga, 2011). Melanocortin reseptorer (MCR) i hodenyren er malcellene for ACTH, og
andre POMC derivater. MCR reseptorene er del av en familie bestaende av 7-transmembrane
G-protein koblede reseptorer som stimulerer adenylat-syklase og syklisk adenosinmonofosfat
(cCAMP) sekundare budbringersystemet. Det er identifisert fem MCR reseptorer i flere arter
fisk, og ACTH viser seg til & vaere det eneste ligandet/molekylet som binder seg til og aktiver
MC2R, men at bade ACTH og MSH binder seg til de fire andre MCR (MC1R, MC3R, MC4R

og MC5R) (Bernier et al., 2009).
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Figur 4. Oversikt over de starste faktorene som pavirker den kortikotrofiske aksen hos beinfisk. (Bernier et al.,
2009). Heltrukne piler indikerer stimulering og stripete piler indikerer negative tilbakekobling. Ang Il =
angiotensin Il; AVT = arginine vasotocin; Bs = hjernestammen; Cb = cerebellum; CRF = kortikoliberin; DA =
dopamine; GR = glukokortikoide reseptor; Hy = hypothalamus; IST = isotokin; MCH, melanocyttkonsenterende
hormon; MCR = melanokortin reseptorer; MR = mineralkortikoide reseptorer; npo = nucleus preopticus; OB =
luktelappen; OT = optiske nerve; P = hypofysen; rpd = rostral pars distalis; T = telencephalon; TRH =

tyrotropin; Ul = urotensin I.
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1.5.3 Stimulerende faktorer pa ACTH utskillelsen

CRH er den viktigste faktoren for regulering av ACTH. Som tidligere nevnt spiller
andre faktorer/hormoner ogsa inn, som vist pa Figur 4. Urotensin | (Ul) har en stimulerende
effekt pd ACTH i fisk, ettersom Ul i «white sucker» viser & vaere mer potent enn CRH er til a
stimulere ACTH fra RPD i gullfisk, og nar CRH reseptorene blokkeres vil de kortikotrofiske
aksjonene til bade Ul og CRH reverseres (Fryer et al., 1985; Weld & Fryer, 1987; Weld et
al., 1987). Det er ogsa vist at neurohypofysiske hormoner deltar i regulering av ACTH; bade
arginine vasotokin (AVT) og isotokin (IST) har vist a stimulere utskillelse av ACTH fra
hypofysen til gullfisk og regnbuegrret. Angiotensin (ANG), og tyrotropin (TRH) synes 0gsa a
stimulere ACTH. Bade Ang | og Il kan stimulere sekresjon av ACTH fra celler i pars distalis i
gullfisk, men forsterker verken CRH eller Ul sine kortikotrofiske aksjoner. | dorade (Sparus
aurata) stimulerer TRH sekresjon av ACTH fra hypofysen, men hadde ingen effekt pa ACTH
sekresjon i pars distalis cellene hos gullfisk (Bernier et al., 2009).

1.5.4 Hemmende faktorer pA ACTH

Melaninkonsentrerende hormon (MCH) og dopamin (DA) kan ha en hemmende effekt
pa utskillelsen av. ACTH. MCH og DA har sin opprinnelse i hypothalamus. MCH i
regnbuegrret har vist seg @ hemme utskillelse av ACTH i rostral pars distalis (RPD). Det
meste av MCH fibrene som ender opp i hypofysen er neurohypofysiske og derfor viktige nar
det kommer til evnen til & tilpasse seg bakgrunnsfarger. Det er foreslatt at noen av disse
fibrene forsyner RPD. Det er ogsa rapportert at regnbuegrret, al og «red porgy» (Pagrus
pagrus) oppdrettet i kar med lys bakgrunn hadde et hgyere nivd av MCH, og lavere
konsentrasjoner av ACTH og kortisol i blod, sammenliknet med fisk som ble oppholdt i mark
bakgrunn (Baker et al., 1985a; Baker et al., 1985b; Rotllant et al., 2003b). | tillegg finnes det
noen cytologiske og fysiologiske bevis som pa at DA kan hemme sekresjon av ACTH i fisk.
DA injisert i gullfisk, viser & fremkalle cytologiske endringer med en hemmende effekt pa
utskillelse og sekresjon av ACTH. Ogsa i en «in vitro» studie pa karpe (Caprius caprio)
forslo de at «in vitro» utskillelse av ACTH er under DA hemmende kontroll, og at CRH kun

kan stimulere sekresjon av ACTH under en mild DA utskillelsesrytme (Bernier et al., 2009).
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1.6 Kortisol

HPI-aksen hos fisk er ansvarlig for flere biologiske prosesser, og det er utskillelsen av
kortisol som regulerer disse (Bernier, 2006; Ellis et al., 2012; Tsalafouta et al., 2014). Det er
kjent at kortisol har en adaptiv funksjon mot stressorer, i og med at den regulerer
energimetabolismen, hydro-mineralbalansen, oksygenopptaket og ulike funksjoner i
immunforsvaret. Pa den andre siden, kan gkte konsentrasjoner av kortisol i blodplasma vare
skadelige for fisk, hvor nedsatt vekst, forsinket kjgnnsmodning (Schreck, 2010), og redusert
funksjonalitet av immunforsvaret kan forekomme (Engelsma et al., 2002; Tort, 2011).
Kortisol brukes som indikator pa stress, men fa studier har faktisk malt kinetikken av kortisol
hos fisk. Plasma kortisol reflekterer den totale produksjonen og utskillelsen av hormonet.
Utskillelsen av kortisol er avhengig av proteinbindinger, malvev, reseptorer og katabolismen

av hormonet kortisol (Mommsen et al., 1999).

1.6.1 Biosyntese av kortisol

De steroidogene cellene, kalt interrenal celler, er distribuert i hodenyre regionen,
primert langs den bakre kardinal venen, og dets forgreininger (Mommsen et al., 1999). En
aktivering av HPIl-aksen vil skille ut CRH, produsert i hypothalamic nucleus preopticus
(NPO). CRH vil stimulere hypofysen til skille ut ACTH (Bernier et al., 2009; Flik et al.,
2006; Norris & Hobbs, 2006). ACTH binder seg til en membranreseptor (M2R) i den
steroidogene adrenokortikale cellen og aktiverer cAMP regulert protein kinase A for a
stimulere, via steroidogenisk akutt regulatorisk protein (StAR), opptaket av kolesterol via
mitokondriene. Kolesterol transformeres til pregnenolone, deretter vil en serie av ulike
cytokrom P450 enzymer i det endoplasmatiske retikulum og mitokondriet transformere
pregnenolone til kortisol (Figur 5) (Alsop & Vijayan, 2009b; Aluru & Vijayan, 2007; Hagen
et al., 2006).
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Figur 5. Biosyntese av kortisol hos beinfisk. ACTH = adrenocorticotropic hormone, M2R = melanocortin 2
receptor, AC = adenylyl cyclase, CAMP = cyclic adenosine monophosphate, PKA = protein kinase A, StAR =
steroidogenic acute regulatory protein, cP450 scc = cytochrome P450 side chain cleavage, 3 B-HSD = 3 B-
hydroxysteroid-A 5-steroid dehydrogenase, cP450cl7 = cytochrome P450 17 a-hydroxylase-17,20 lyase,
cP450c21 = cytochrome P450 21-hydroxylase, and cP450c11 = cytochrome P450 11 B-hydroxylase (Hagen et
al., 2006).

1.6.2 Transport av plasmakortisol i blodbanen

Som nevnt tidligere produseres kortisol hos fisk i de interrenale cellene, hvor de via
diffusjon, fraktes til blodbanen. Kortisol er et fettlaselig hormon, og derfor avhengig av a
vaere bundet til transportproteiner for & kunne fraktes til malceller, via blodbanen. | pattedyr
heter dette transportproteinet kortikosteroidbindende globulin (CBG) (Mommsen et al., 1999).
| blodbanen til pattedyr er det er en likevekt mellom bundet kortisol, og fritt kortisol. Fritt
kortisol er det biologisk aktive hormonet, og som binder seg til membranreseptorer pa
overflater eller mer vanlig til cytosoliske reseptorer inne i malcellen. Hos fisk derimot, er
antall prosent bundet kortisol mye lavere, og man har enda ikke klart & identifisere et spesifikt

kortisolbindende protein i fisk (Mommsen et al., 1999).

1.6.3 Glukokortikoid og mineralkortikoid reseptor

De to viktigste funksjonene til kortikosteroider har i vertebrater vert en glukokortikoid
funksjon som pavirker metabolisme og vekst, og en mineralkortikoid funksjon som regulerer
bevegelse av vann og ioner. | mange vertebrater er disse to funksjonene styrt av to forskjellige

hormon; kortisol og aldosteron. Hver av dem har spesielle reseptorer, henholdsvis
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glukokortikoid reseptor (GR) og mineralkortikoid reseptor (MR) (Iversen et al., 2013). | og
med at beinfisk ikke er i stand til & syntetisere aldesteron, fungerer kortisol ogsa som en
mineralkortikoid. De fysiologiske effektene av kortisol pa malvev formidles av GR og MR.
Det er blitt klonet og sekvensert en MR og to GR (GR1 og GR2) i flere arter beinfisk, med
unntak av sebrafisken, som kun har en enkel GR i sitt genom (Bernier et al., 2009). GR
reseptorer er identifisert i lever, gjeller, tarm, nyre, hjertet, gonader, leukocytter, erythrocytter,
skjelettmuskulatur og milt. Det er ogsa identifisert bade GR og MR reseptorer flere steder i
hjernen, som for eksempel i dorsal telecephalon, NPO, NLT, hypothalamus, kaudal
neurosekretorisk system, og forlappen av hypofysen narmere bestemt pars distalis og pars

intermedia (Bernier et al., 2009).

1.6.4 Negativ tilbakekobling

Det synes at kortisol kan begrense omfanget og varigheten av den endokrine
stressresponsen i fisk, med flere negative tilbakekoblingskretser. De molekyleare
mekanismene bak denne regulering er derimot fremdeles uklar og lite forstatt (Bernier et al.,
2009). Hvor setene for negative tilbakekoblingsmekanismer av kortisol er lokalisert er under
diskusjon, men en tror de er lokalisert i hjernen; i hypofysen og kanskje i interrenal cellene.
Tilbakekoblingsmekanismen av HPI aksen er kritiske for & opprettholde et settpunkt av
sirkulerende kortisol, og er en viktig komponent for organismens homeostase (Veillette et al.,
2007).

1.6.5 Metabolisme og utskillelse av kortisol.

Et fettloselig hormon vil enten finnes i bundet form til ulike transportprotein
(biologisk inaktiv) eller i ubunden form fritt i plasma (biologisk aktivt), og i tillegg vil man
finne hormonet i metabolisert og inaktiv form inne i en celle. Metabolske endringer gjor at
kortisol blir redusert og inaktivert. Disse endringene gjer at kortisol blir ugjenkjennelig for
GR og MR reseptorene, og kortisol blir ogsa mer vannlgselig. Hormon og reseptor vil til
syvende og sist lgsrives fra hverandre, og hormonet vil hovedsakelig bli deponert gjennom
leveren, via det hepatobilizere systemet som hovedrute for klaring av kortisol (Davis, 2006;
Greenspan & Gardner, 2004; Mommsen et al., 1999).

Faktorene som regulerer metabolisme og utskillelse av kortisol vet en veldig lite om.
Men hos pattedyr tror man at metabolismen av kortisol hovedsakelig foregar i leveren, hvor
kortisol reduseres, oksideres eller hydrolyseres (Davis, 2006; Greenspan & Gardner, 2004;
Mommsen et al., 1999). Kort fortalt, vil den sterste reduksjonen av kortisol oppnas ved en
reduksjon av 4.5 dobbeltbindingen av A-ringen og dens keto-gruppe i posisjon 3 (Greenspan
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& Gardner, 2004). Konjugasjon av den resulterende hydroksylgruppa pa karbon 3 sammen
med sulfat og glukuronsyre gjar steroidet mer vannlgselig, og svekker bindingen til CBG, slik
at steroidet kan passere gjennom de glomeruleere kapilleerene og skilt ut via urinen (Davis,
2006; Greenspan & Gardner, 2004; Mommsen et al., 1999).

1.6.6 Kortisol som indikator pa stress og dyrevelferd

En gkning av kortisol i blodplasma, er den mest brukte indikatoren pa stress hos fisk,
(Barton, 2002; Ellis et al., 2012; Mommsen et al., 1999; Ramsay et al., 2009). Det er en
enkel og palitelig metode for a gradere effekten av en stressor, i og med at hvilenivaet av
steroidet hos salmonider er sapass lave (<13,8 nM (5ng/mL) (Wendelaar Bonga, 1997). |
motsetning til kromaffine celler, som reagerer fra millisekunder til sekunder, vil syntese og
utskillelse av kortisol, fra interrenale celler, ha en tid pa flere minutter. Derfor er det enklere &
utvikle en riktig protokoll for prgvetaking for a male hvilenivaet av kortisol, da stressrelatert
prgvetaking er enklere a unnga (Barton, 2002). Som et resultat kan den sirkulerende mengden
kortisol bli brukt som en indikasjon pa grad av stress hos fisk. Utskillelsen av kortisol styres
gjennom negativ tilbakekobling av hormonet pa alle niva av HPI-aksen (Wendelaar Bonga,
2011). Som nevnt tidligere produseres kortisol i interrenale celler hos fisk, og at aktivitet og
utskillelse av kortisol styres av faktorer i hjernen gjennom HPI-aksen (Barton, 2002). For hver
endring i miljget, som fisken oppfatter som forstyrrende vil via HPI-asken styre utskillelsen

av kortisol, og vil derfor veere et mal pa trivsel eller dyrevelferd (Iversen & Eliassen, 2012).

1.7 Triploider

Det a vaere triploid, betyr at en organisme har tre sett kromosomer, altsa ett ekstra sett
kromosomer enn det som er normalt i diploide organismer, og resulterer i et individ som ikke
er forplantningsdyktig, altsa steril. Denne tilstanden er vanlig blant planter, men oppstar ogsa
sporadisk i vertebrater som fisk, amfibier og reptiler (Cnaani et al., 2014; Fjelldal et al., 2012;
Fraser et al., 2012). Hos fisk skyldes triploidisering forstyrrelser i modningsprosessen til rogn,
og farer til at deler av arvematerialer som opprinnelig skal ekskluderes blir blokkert, og
forblir i egget (Maxime, 2008). Triploider forekommer naturlig blant laksefisk, men er heller

mer sjeldent enn det er normalt (Fjelldal et al., 2012).

Triploid fisk forekommer ikke bare i naturen, men kan ogsa produseres kunstig av 0ss

mennesker. Manipulering av fiskers kromosomer ble farste gang utfgrt pa 40-tallet, men det

21



var ikke far pa slutten av 50-tallet at triploider ble fulgt opp til voksen alder og sammenlignet

med diploid sin vekst og kjgnnsmodning (Maxime, 2008).

1.7.1 Triploidisering

Hybridisering (krysse arter) er en metode for & produsere steril fisk, men den mest
praktiske, gkonomiske og effektive metoden er triploidisering. Den vanligste og beste
metoden for produksjon av triploider gjeres ved a utsette diploid rogn for hayt trykk, rett etter
befruktning (Fjelldal et al., 2012; Fraser et al., 2012). Ved befruktning er det ett ekstra sett
med kromosomer tilstede i egget, det er ett kromosomsett som normalt sett stgtes ut av egget,
kort tid etter befruktning. Men om egget pafgres trykkbehandling, vil kromosomsettet bli
fanget i embryoet. Dette medfarer at embryoet inneholder tre kromosomsett, to fra mor og ett
fra far. Normalt sett inneholder et befrukta egg to kromosomsett, ett i fra mor og ett i fra far.
Nar trykket senkes igjen vil den normale celledelingen foregd som normalt og skape et
levedyktig avkom (Hansen et al., 2007). Forklaring pa hvorfor triploider ikke kan produsere
avkom, er fordi de ikke kan produsere balanserte sett kromosomer i celledelingen nar de tre
kromosomparene skal fordeles pa kjgnnscellene under reduksjonsdeling. Mekaniske
problemer oppstar mest sannsynligvis pa grunn av det ekstra settet med kromosomer nar
homologe (kromosomer som er barere av de samme egenskapene) kromosomer skal pares
ved celledeling (Figur 6, s.23) (Hansen et al., 2007).

1.7.2 Triploid laks

Steril triploid fisk er av gkende bruk innen oppdrett av laks. Dette nettopp for & unnga
de gkonomiske og gkologiske utfordringene som er knyttet til tidlig ugnsket kjgnnsmodning
hos fisk, og interaksjoner mellom oppdrettsfisken og villfisken (Fraser et al., 2014c).
Kjgnnsmodning er et kostbart stadium i livssyklusen hos de fleste fiskearter, og krever mye
energi. Dette resulterer i en reduksjon i bade vekst og kjattkvalitet, i og med at all energi de
har til gode blir brukt til utvikling av gonader og melke, istedenfor somatisk vekst (Sacobie et
al., 2012). En av de starste utfordringene havbruksnzringa har er at oppdrettsfisken remmer
fra anlegg, og blander seg med de ville bestandene. Flere studier har demonstrert at remt
oppdrettslaks har hatt genetiske innvirkninger pa ville bestander. Bruken av steril laks i
oppdrett vil derfor minimere sannsynligheten for at dette skjer (Fraser et al., 2014c).
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Figur 6. Normal befruktning og celledeling sammenliknet med triploid produksjon. Trykkbehandlingen skjer 30
minutter etter befruktning (Tegning av Hansen et al. (2007)).

1.7.3 Triploider og dyrevelferd

Triploider har fundamentale ulikheter i celle organisasjonen, noe som pavirker dem
fysiologisk og atferdsmessig, sammenlignet med diploider. Triploid laks har hgyere grad av
skjellettdeformiteter i ryggsgylen og i underkjeven. De er ogsa mer sensitive til
produksjonsstressorer, som temperatur og oksygen (Fjelldal et al., 2012). Det finnes ogsa
sporadiske observasjoner pa at triploider har hgyere risiko for katarakt (gra ster), og at det
forekommer hgyere dedelighet hos triploid laks frem til startforing. De viktigste arsakene til
at vanlig laks utvikler deformiteter er inkuberingstemperaturen til eggene, og hvor mye fosfor
det er i foret fisken far, og hvor tilgjengelig dette fosforet er (Fjelldal et al., 2012; Hansen et
al., 2014).
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1.8 Problemstilling

Malet med denne oppgaven var a studere effekten av akutt allostatisk belastning pa
hypothalamus-hypofyse-interrenal akse hos diploid og triploid atlantisk laksesmolt (Salmo
salar L.). De folgende tre hypoteser ble testet ut:

1. Det er ingen forskjell i den adrenokortikotropisk hormonelle (ACTH) sensitiviteten i
triploid og diploid laksesmolt etter akutt allostatisk belastning.

2. Det er ingen forskjell i det negative tilbakekoblingssystemet til HPI-aksen hos triploid
og diploid laksesmolt etter akutt allostatisk belastning.

3. Det er ingen forskjell i stressresponsen hos triploid eller diploid laksesmolt etter akutt
allostatisk belastning.
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2 MATERIAL OG METODE

Forsgket og all analyse ble utfert ved Markvedbukta forskningsstasjon ved Universitetet
i Nordland, Norge. Forsgksperioden varte fra 2.10.14 til 19.10.14.

2.1 Godkjenning av bruk av dyr i forsgk

Eksperimentet ble godkjent av den lokale forsgksdyransvarlig ved Fakultet for
Biovitenskap og Akvakultur, og er registrert med ID nummer 6931, og ble utfert i henhold til
forskrift om bruk av dyr i forsgk (LOV, 1996).

2.2 Forsgksfisk og forhold

Fem hundre Atlantisk laks (Salmo salar) ble brukt under forsgket. Fisken var
smoltifisert (0+ smolt), og sjgvannsklar ved forsgksstart. Av de fem hundre, var 250 diploid
og 250 triploid. Laksen ble hentet fra Cermag Hopen (N/B0005) 05.09.2014, og fraktet til
Magarkvedbukta forskningsstasjon i Bodg. Fisken ble transportert i forskningsstasjonens egne,
godkjente transportenheter (600 liter (L) plastkar med lokk), og fikk tilfarsel av oksygen
under lasting og lossing. Diploid og triploid laks var av henholdsvis stammene AquaGen
DIPLOID R*E QTL IPN/PD + ILA/IPN/PD og AquaGen TRIPLOID R*E QTL, og ble levert
til Hopen som rogn i ultimo desember 2013, og klekket i perioden januar-februar. Ploiditet
hos den triploide laksen ble bestemt ved hjelp av flowcytometri av. DNA innholdet i
erytrocytter, og var 100 % (AquaGen, 2013).

Fisken ble sa flyttet inn i hall 5, og tilfeldig fordelt i fire kar (0,5 m® (450 L)) med hav.
For forsgkstart (06.10.14) ble fisken akklimert i 31 dager (05.09.2014 til 06.10.14). Fisken
fikk kontinuerlig tilfersel av sjgvann med et salinitetsniva pa 33-34 %o. Vanntemperaturen
gjennom forsgket var 9,2+ 0,2°C, og oksygennivaet var 76,1 + 8,5 % O, metning. Laksen ble
foret med kommersielt tarrfor via automatiske foringsautomater under hele perioden. Tankene
hvor fisken ble holdt i, ble skjermet for innsyn og forstyrrelser med ugjennomsiktige
plastplater. Det var ogsa skiltet med adgang forbudt skilt under forsgket, for & minimere

eventuelle forstyrrelser.
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2.3  Pre-stress

For & kunne bestemme effekten trenging (stressfaktoren) har pa primere
(plasmakortisol) og sekundezre (laktat, glukose, osmolalitet, klor og magnesium)
stressresponser ble det tatt blodprever far oppstart av forsgket (pre-stress) og 0, 1, 2, 3 4, 6,
12, 24, 48, og 72 timer etter at fisken var utsatt for stress. Fegr forsgksstart ble det tatt
blodprever av 24 fisk (Pre-stress), og gjennomfgrt en sensitivitets (ACTH)- og negativ
tilbakekoblingstest (dexametason) (se kapittel 2.3.4, s. 27) Dette ble gjort for & se hvordan
blodverdiene og tilstanden til HPI aksen hos den diploide og triploide fisken opprinnelig var
(kontroll).

2.3.1 Forsgksoppsett

Fem hundre Atlantiske laks ble som sagt fordelt ut i fire atskilte kar (450 L), og
nummerert med tall fra 1 - 4. Kar nummer 1 og 2 inneholdt diploid laks, hvor det forste karet
var en kontrollgruppe og det andre var en stressgruppe. Kar nummer 3 og 4 inneholdt triploid
laks, hvor det tredje karet var en kontrollgruppe og det fjerde og siste karet var en
stressgruppe. Hvert kar inneholdt omtrent 120 laksefisk. Kontrollgruppene skulle ikke utsettes
for nevneverdig stress med unntak av flytting, mens stressgruppene skulle i tillegg til flytting
utsettes for 20 minutters stress far flytting og prevetak (se kapittel 2.3.3, s. 27). Det ble tatt to
grupper i uken (en kontrollgruppe og en stressgruppe), sa selve forsgket hadde et forlgp pa
totalt 14 dager.

Forsgksfisken ble utsatt for 20 minutters stress eller ikke (kontroll), deretter ble fisken
direkte havet ut og fordelt over i ulike kar. Fordelingen var som fglgende: 24 fisk ble fordelt
12 og 12 i to ulike kar (450 L) for sensitivitets- og negativ tilbakekoblingstest etter 24 og 72
timer, 6 fisk (O t) ble direkte tatt ut for prgvetak og lagt i bedgvelse (metomidate, 5 mg/L),
resten av fisken ble fordelt 6 stykker i 9 forskjellige kar (80 L) for prgvetak etter 1, 2, 3, 4, 6,
12, 24, 48, og 72 timer.

Karene med fisk for sensitivitets- og negativ tilbakekoblingstest etter 24 og 72 timer,
ble skjermet med ugjennomsiktige plastplater, mens 80 L karene for vanlig prgvetak var

tildekket med svarte sgppelsekker og isolert fra hverandre.
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Tabell 1. Oppsummering av forsgksgruppene og de ulike stressorene de ble pafart gjennom eksperimentet

Forsgksgruppe Flytting 20 min. trenging
Kontroll Diploid X

Stress Diploid X X
Kontroll Triploid X

Stress Triploid X X

2.3.2 Prgvetak

6 fisk (per gruppe) ble havet ut av et kar og lagt i 10 L bette med bedavelse
(Metomidate, 5mg/ L). 5 mg/L metomidate har i tidligere forsgk vist seg a blokkere enhver
gkning i plasmakortisol etter inntradt anestesi (Iversen et al., 2003). En og en fisk ble tatt opp
for pravetak. Hver fisk ble avlivet med slag i hodet og lagt pa en fuktig klut (stabilitet). Vekt
og lengde ble notert ned, for a til slutt fa tatt blodprave. Blodet ble tappet fra caudalvenen ved
bruk av 0,5 x 16-mm hepariniserte sprgyter. Glukose og laktat ble malt fortlgpende (se
kapittel 2.4.5, s.29). Blodet ble sentrifugert ved 5000 rpm i omtrent 5 minutter. Blodplasma
ble pipettert ut og lagt over i eppendorfrer, og fryst ned ved - 40 °C, frem til utferelse av
analyser.

2.3.3 Stressor

Stressgruppen for diploid og stressgruppen for triploid ble pafert 20 minutters stress
for provetak. Trenging ble brukt som stressfaktor. Dette ble gjort ved at vannstanden ble
senket ned slik at ryggfinnene ble tarrlagt, og holdt i denne posisjonen i 20 minutter.
Vannstanden ble styrt fysisk med «munk» (dpning av sluk), slik at den appliserte stressoren
ble observert fra start til slutt. Det tok ca. 6,45 minutter for oppna laveste vannstand, og
maksimal tetthet ved trenging var 262 kg/m?.

2.3.4 Sensitivitets (ACTH)- og negativ tilbakekoblingstest (dexametason)

«Sensitivitetstesten (ACTH)» ble utfert etter 24 timer og 72 timer etter pafert stressor.
24 fisk per gruppe (totalt 96 fisk + 24 fisk til pre-stress) ble brukt til denne testen. Etter 24
timer ble 12 fisk havet over i en 10 L bgtte med bedavelse (metomidate, 5 mg/L). Fisken ble
veiet og deretter injisert med deksametason i buken (0,1 ml/100g fisk), og lagt tilbake i en ny
10 L batte med rent vann for oppvakning. Deretter ble fisken plassert tilbake i karet. 24 timer
etterpa ble fisken igjen havet ut i 10 L bgtte med metomidate (5 mg/L), 6 av fiskene ble veiet
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og injisert med PBS (dosering: 0,1 ml/100g fisk) (negativ tilbakekoblingstest), og 6 ble veiet
og injisert med ACTH (0,1ml/100g fisk). Fiskene ble sa adskilt i to forskjellige kar. To timer
senere ble de tatt ut igjen for prgvetak. Det ble notert ned vekt og lengde, og det ble tatt
blodpraver etter metode beskrevet ovenfor. Prgvene ble analysert for plasmakortisol, laktat og

glukose (se kapittel nedenfor).

2.4  Analytiske prosedyrer

2.4.1 Kortisol

Konsentrasjon av plasmakortisol ble analysert etter en RIA-metode, beskrevet av
Iversen et al. (1998). Kort fortalt ble det brukt en [®H]-kortisol (TRK 407, Institutt for
energiteknikk, Kjeller) som tracer. Standard- rekke (0-137,5 nmol/L (nM)) ble laget av
hydrokortison (H 4001, Sigma). Antistoffet ble skaffet fra (F3-314) Endocrine Science,
Tarzana USA. Prgvene ble sentrifugert (Haraeus sepatech Omnifuge 2.0RS radius 154 mm,
rotor 3360) og inkubert ved 4-5 °C i 24 timer. Antistoff-antigen komplekset ble telt i en
scintilasjonsteller type Packard Tri Carb 1900 TR. Assayet sin sensitivitet var pa 1,68 nM.
Prgver under "detection limit" ble satt lik sensitiviteten til assayen. Intraassay var mindre enn
10 %, og interassay var 12,5 % ved henholdsvis 80 nM. NSB varierte fra 2.1 til 4,8 % av den
totale aktivitet. Tidligere kvalitetstester ved laboratoriet til UiN gav falgende resultat. Maling
av 4, 17, 34 og 69 nM radiomerket kortisol tilsatt plasma viste en gjenvinning pa henholdsvis
90, 94, 96 and 95 % (gjenvinningstest). En serie fortynning av blodplasma av stresset atlantisk
laks gav en tilneermet parallell line til dose respons kurven (parallellitetstest= immunologisk
identitet).

2.4.2 Osmolalitet

Osmolalitet (mOsm) ble malt med Fiske One-Ten Osmometer (Fiske Associates,
Norwood, MA, USA) og resultatene ble uttrykt i mOsm/L.

2.4.3 Klor

Klor (CI) ble malt med Sherwood Chloride analyse 926s (Sherwood Scientific CTD,
UK), og resultatene ble uttrykt i mmol/L (mM)
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2.4.4 Magnesium

Magnesium (Mg?*) ble malt med et analysekit, Fluitest Mg-XB levert av Biocon
(Biocon Diagnosemittel GmbH & Co, Tyskland). Dette er en kolimetrisk metode, hvor
magnesium danner et lilla kompleks med xylidyl blatt, og konsentrasjonen av magnesium
leses fotometrisk som avtakende xylidyl bla absorbanse. 10 pl blodplasma fortynnes i 1 ml
eppendorfrer og inkuberes i 5 minutter ved 30 °C, far avlesing i plateleser ved 520 nm. Ved &
regne mot blank prgve (destillert vann) og magnesium standard far man magnesiuminnholdet

i hver enkel prave (blodplasma) som mmol/L (mM).

2.4.5 Laktat og glukose

Laktat og glukose ble bestemt pa helblod umiddelbart etter prgvetaking ved hjelp av
henholdsvis en Laktat Pro (Arkray KDK, Kyoto, Japan) og Freestyle Freedom Lite (Abbott
Diabetes care Ltd, Oxon, UK). Laktat- og glukosenivaer under deteksjonsgrensen ble gitt en
verdi som svarer til sensorenes fglsomhet, noe som var helholdsvis 0,8 mM (laktat) og 1,1
mM. Well og Pankhurst (1999) validert effekten av berbare instrumenter for maling av laktat
og glukose og sammenlignet de med etablerte laboratorieteknikker. De konkluderte med at
baerbare instrumenter for maling av blodglukose og laktat kunne anvendes som et relativt mal

for a vurdere responser til stressfaktorer.

2.5 Statistisk analyse

Statistisk analyse ble gjort ved hjelp av statistikk programmet SPSS (ver. 18.00) og
SYSTAT (ver 13.00.05) for Windows. All data ble testet for normalitet og homogenitet ved
hjelp av henholdsvis Komogorov-Smirnov test og Levene’s test. Hvis nedvendig ble data
logtransformert for & mate disse antagelsene. Endring i et parameter fra pre-stress til et annet
tidspunkt etter flytting og applisert stressor innen en forsgksgruppe, og fra en forsgksgruppe
til en annen ved et gitt tidspunkt ble testet ved analyse av varians (ANOVA). Hvis F-verdiene
var signifikante ble en Bonferroni post hoc test kjert for & bestemme om det var forskjeller
mellom gruppene og tidspunktene. Signifikant forskjell ble bestemt pa 0.05 niva. Alle
resultater er uttrykt i gjennomsnitt med standard avvik (i = SD). Signifikante forskjeller
mellom gruppene ved et gitt tidspunkt ble indikert med # i figurene, og tilsvarende ble
signifikante forskjeller i figurene innen en gruppe ved ulike provetakingstidspunkt

sammenliknet med pre-stress indikert med *.
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For & studere en mulig sammenheng mellom den primare stressresponsen
(plasmakortisol) og de sekundaere stressresponsene laktat, glukose, osmolalitet, plasmaklorid
og plasmamagnesium ble det gjennomfgrte en Pearson korrelasjonstest ved de ulike

forsgksgruppene.

3 RESULTATER

3.1 Primeer stressrespons

3.1.1 Plasmakortisol
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Figur 7. Gjennomsnittlige verdier av plasmakortisol (i+SD) far og etter flytting av fisk (kontroll diploid og
kontroll triploid) og etter 20 minutter trenging (stress diploid og stress triploid) laksesmolt (n=6). * Indikerer
signifikant forskjell fra pre-stress (pre-St), og # indikerer signifikant forskjell mellom de ulike gruppene ved et
gitt prevetakingstidspunkt

Figur 7 viser gjennomsnittlige verdier av kortisol i blodplasma fer og etter flytting, og
etter 20 minutter pafart stress (trenging). De gjennomsnittlige verdiene av plasmakortisol far
forsgksstart (pre-stress) varierte fra 4.1 + 5.9 nM (diploid), og 26.2 £ 25.2 nM (triploid).

Hayeste og laveste malte gjennomsnittsverdi av plasmakortisol for forsgksgruppene kontroll
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diploid og stress diploid var henholdsvis 1.7 + 0.0 (72 timer etter flytting) og 289.0 + 99.5 nM
(2 timer etter stress og flytting), og 1.7 = 0.0 (24 timer etter stress og flytting). For
forsgksgruppene kontroll triploid og stress triploid varierte gjennomsnittsnivaene av
plasmakortisol fra henholdsvis 5.9 + 6.4 nM (48 timer etter flytting), og 479.4 £ 117.2 nM (1
time etter flytting); og 1.5 £ 0.9 nM (72 timer etter stress og flytting), og 960,0 + 97.1 nM (1
time etter stress og flytting). Plasmakortisol var signifikant hgyere i alle gruppene
sammenliknet med pre-stress (pre-St), henholdsvis 1, 2, 3 og 4 timer, samt 0, 24 og 48 timer
etter flytting for stress triploid, samt 6 og 12 timer etter flytting for kontroll diploid og stress
diploid. Stress triploid var signifikant hgyere enn kontroll diploid, kontroll triploid og stress
diploid 1,2, 3, 24 og 48 timer etter flytting av fisk.

3.2 Sekundere stressresponser

3.2.1 Glukose
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Figur 8. Gjennomsnittlige verdier av plasmaglukose (i+SD) far og etter flytting (kontroll diploid og kontroll
triploid) og etter 20 minutter trenging (stress diploid og stress triploid) laksesmolt (n=6). # indikerer signifikant
forskjell mellom de ulike gruppene ved et gitt prgvetakingstidspunkt.
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Figur 8 viser de gjennomsnittlige verdiene av glukose i blodplasma fgr og etter
flytting, og etter 20 minutter trenging. Gjennomsnittsverdiene for plasmaglukose far
forsgksstart (pre-stress) varierte fra 3,7 £ 1,0 mM (diploid), og 3.6 + 1.1 mM (triploid).
Hgyeste og laveste malte gjennomsnittsverdi av plasmaglukose for forsgksgruppene kontroll
diploid og stress diploid var henholdsvis 5.1 + 0.6 mM (6 timer etter flytting) og 2.7 £ 0.41\
mM (2 timer flytting); og 5.6 + 0,6 mM (6 timer etter stress og flytting) og 3,0 + 0,4 mM (72
timer etter stress og flytting). Tilsvarende varierte de gjennomsnittlige nivaene av
plasmaglukose i forsgksgruppene kontroll triploid og stress triploid fra henholdsvis 5.1 + 0.5
mM (4 timer etter flytting) og 3.3 + 0.2 mM (48 timer etter flytting); og 5.5 + 1.2 mM (6
timer etter stress og flytting) og 2.9 £ 0.4 mM (72 timer etter stress og flytting). Triploid
stress var signifikant hgyere enn de andre forsgksgruppene 24 og 48 timer etter flytting av fisk

(Figur 8).
3.2.2 Laktat
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Figur 9. Gjennomsnittlige verdier av plasmalaktat (fi=SD) far og etter flytting (kontroll diploid og kontroll
triploid) og etter 20 minutter trenging (stress diploid og stress triploid) laksesmolt (n=6). * Indikerer signifikant

forskjell fra pre-stress (pre-St), og # indikerer signifikant forskjell mellom de ulike gruppene ved et gitt
pravetakingstidspunkt.
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Figur 9 viser de gjennomsnittlige verdiene av laktat i blodplasma far og etter flytting
av fisk (kontroll diploid og kontroll triploid), og etter 20 minutter trenging (stress diploid og
stress triploid). Gjennomsnittsverdiene for plasmalaktat far forsgksstart (pre-stress) varierte
fra 3,8 £ 0,8 mM (diploid), og fra 4,0 £ 1,1 mM (triploid). Hgyeste og laveste malte
gjennomsnittsverdi av plasmalaktat for forsgksgruppene kontroll diploid og stress diploid var
henholdsvis 4,0 £ 0,9 mM (0 timer etter flytting) og 1,6 £ 0,4 mM (48 timer etter flytting); og
11,9 £ 0,6 mM (1 time etter stress og flytting), og 1,1 £ 0,4 mM (48 timer etter stress og
flytting). Tilsvarende varierte de gjennomsnittlige nivaene av plasmalaktat i forsgksgruppene
kontroll triploid og stress triploid fra henholdsvis 6,0 + 1,3 mM (1 time etter flytting) og 1,6
+ 1,1 mM (48 timer etter flytting); og 13,9 + 4,6 mM (1 time etter stress og flytting) og 1,5 =
19.60 mM (48 timer etter stress og flytting). | forsgksgruppene kontroll triploid, stress triploid
og stress diploid var plasmalaktat signifikant hgyere enn pre-stress, henholdsvis 1, 2, 3 og 4
timer etter flytting, O; 1, 2, 3 og 12 timer etter flytting, og 0, 1, 2, og 3 timer etter flytting.

Det var en signifikant forskjell mellom forsgksgruppene kontroll triploid, stress
triploid og stress diploid, henholdsvis 1, 2, 3 og 4 timer etter flytting; 0, 1, 2, 3 og 12 timer
etter flytting, og 0, 1 og 2 timer etter flytting.

3.2.3 Plasmaosmolalitet

450 - ——e—— Kontroll Diploid ]
—_——-—— Kontroll Triploid
— —@— — 20 min. Stress Diploid -
——=C—-—— 20 min.Stress Triploid
3 400 | .
£
0
(@]
E
R
S 350 - 5
I
o
£
n
o
300 4
250 T T T T T T T I T T T

Pre-St Ot 1t 2t 3t 4t 6t 12t 24t 48t 72t

Tid etter flytting av fisk
Figur 10. Gjennomsnittlige verdier av plasmaosmolalitet (i+SD) fer og etter flytting (kontroll diploid og
kontroll triploid), og etter 20 minutter trenging (stress diploid og stress triploid) laksesmolt (n=6). * Indikerer

signifikant forskjell fra pre-stress (pre-St), og # indikerer signifikant forskjell mellom de ulike gruppene ved et
gitt pravetakingstidspunkt.
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Figur 10 viser de gjennomsnittlige verdiene av osmolalitet (mOsm/L) i blodplasma far
og etter flytting av fisk (kontroll diploid og kontroll triploid), og etter 20 minutter trenging
(stress diploid og stress triploid). Gjennomsnittsverdiene for plasmaosmolalitet far
forsgksstart (pre-stress) varierte henholdsvis 335 + 12,5 mOsm/L (diploid), og 322 + 7,0
mOsm/L (triploid). Heyeste og laveste malte gjennomsnittsniva av plasmaosmolalitet for
forsgksgruppene kontroll diploid og stress diploid var henholdsvis 337 + 8,0 mOsm/L (2
timer etter flytting) og 295 + 30,0 mOsm/L (12 timer etter flytting); og 344 + 10,7 mOsm/L (3
timer etter stress og flytting), og 300 £ 5,1 mOsm/L (12 timer etter stress og flytting).
Tilsvarende varierte de gjennomsnittlige nivaene av plasmalaktat i forsgksgruppene kontroll
triploid og stress triploid fra henholdsvis 357 + 18,6 mOsm/L (2 timer etter flytting) og 317
+ 4,1 mOsm/L (0 timer etter flytting); og 367 = 13,7 mOsm/L (4 timer etter stress og flytting)
og 311 £ 3,9 mOsm/L (48 timer etter stress og flytting). Stress triploid var signifikant hgyere
enn bade pre-stress og de andre gruppene 4 timer etter flytting av fisk.

3.2.4 Plasmaklorid
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Figur 11. Gjennomsnittlige verdier av plasmaklorid (fi=SD) far og etter flytting (kontroll diploid og kontroll
triploid), og etter 20 minutter trenging (stress diploid og stress triploid) laksesmolt (n=6). Den prikkete linjen
markerer 150 mM.

Figur 11 viser de gjennomsnittlige verdiene av Klor i blodplasma far og etter flytting,
og etter 20 minutter trenging. Gjennomsnittsverdiene for plasmaklorid fer forsgksstart (pre-
stress) varierte henholdsvis 127 + 23,0 mM (diploid), og 133 £ 7,4 mM (triploid). Hagyeste og
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laveste malte gjennomsnittsverdi av plasmaklorid for forsgksgruppene kontroll diploid og
stress diploid var henholdsvis 143 £ 12,3 mM (1 time etter flytting), og 132 £ 1,5 mM (1 time
etter flytting); og 149 + 12,5 mM (1 time etter stress og flytting), og 128 + 6,3 mM (72 timer
etter stress og flytting). Tilsvarende varierte de gjennomsnittlige nivaene av plasmaklorid i
forsgksgruppene kontroll triploid og stress triploid fra henholdsvis 148 £ 4,5 mM (3 timer
etter flytting) og 130 £ 5,7 mM (6 timer etter flytting); og 149 + 7,4 mM (1 time etter stress
og flytting) og 129 + 8,1 mM (48 timer etter stress og flytting). Det var ingen signifikante

forskjeller mellom gruppene ved noen prevetakingstidspunkt.

3.2.5 Plasmamagnesium
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Figur 12. Gjennomsnittlige verdier av plasmamagnesium (fizSD) far og etter flytting (kontroll diploid og
kontroll triploid), og etter 20 minutter trenging (stress diploid og stress triploid) laksesmolt (n=6). * Indikerer
signifikant forskjell fra pre-stress (pre-St), og # indikerer signifikant forskjell mellom de ulike gruppene ved et
gitt prevetakingstidspunkt.

Figur 12 viser de gjennomsnittlige verdiene av magnesium i blodplasma fgr og etter
flytting, og etter 20 minutter trenging. Gjennomsnittsverdiene for plasmamagnesium far
forsgksstart (pre-stress) varierte henholdsvis 1.3 £ 0,4 mM (diploid), og 1,1 + 0,2 mM
(triploid). Hgyeste og laveste malte gjennomsnittsniva av plasmamagnesium for

forsgksgruppene kontroll diploid og stress diploid var henholdsvis 1,6 £ 0,4 mM (1 time etter
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flytting) og 1,0 = 0,3 mM (48 timer etter flytting); og 1,9 + 0,4 mM (O timer etter stress og
flytting), og 0,8 + 0,1 mM (48 timer etter stress og flytting). Tilsvarende varierte de
gjennomsnittlige nivaene av plasmamagnesium i forsgksgruppene kontroll triploid og stress
triploid fra henholdsvis 1,8 + 0,4 mM (3 timer etter flytting) og 0,7 + 0,1 mM (48 timer
etter flytting); og 2,5 + 0,8 mM (1 time etter stress og flytting) og 1,9 + 0,4 mM (12 timer
etter stress og flytting). Stress triploid var signifikant hgyere enn de andre forsgksgruppene

ved 1, 2, 24 og 48 timer etter start av forsgket.

3.3 HPI-akseresponsen

3.3.1 Sensitivitetstest (ACTH)
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Figur 13. Gjennomsnittlige verdier av plasmakortisol (fi£SD) to timer etter injisering av vektjustert ACTH1-24
(n=6). * Indikerer signifikant forskjell fra pre-stress (pre-St), og # indikerer signifikant forskjell mellom de ulike
gruppene ved et gitt progvetakingstidspunkt.

Gjennomsnittlig plasmakortisol i deksametason injisert fisk etter 2 timer etter ACTH1-
24 injeksjon er vist i Figur 13. Det var en signifikant gking i plasmakortisol i forhold til pre-
stress 24 timer etter flytting i triploid stress gruppen, og denne gkningen ble malt til 719,0 +

246,3 nM. Ved samme tidspunkt var triploid stress signifikant hgyere enn resten av gruppene.
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3.3.2 Negativ tilbakekoblingstest
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Figur 14. Gjennomsnittlige verdier av plasmakortisol (fi+SD) to timer etter injisering av vektjustert PBS (n=6). *
Indikerer signifikant forskjell fra pre-stress (pre-St), og # indikerer signifikant forskjell mellom de ulike
gruppene ved et gitt pravetakingstidspunkt

Gjennomsnittlig plasmakortisol i deksametason injisert fisk etter 2 timer etter PBS
injeksjon er vist i Figur 14. Det var en signifikant gking i plasmakortisol i forhold til pre-
stress 24 timer etter flytting i triploid stress gruppen, og denne gkningen ble malt til 65,3 +

20,1 nM. Ved samme tidspunkt var triploid stress signifikant hayere enn resten av gruppene.
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3.4 Sammenhengen mellom primare og sekundere stressresponser

3.4.1 Kontroll diploid

Tabell 2. Pearson Korrelasjonstest som viser sammenhengen mellom plasmakortisol og ulike sekundere
stressrespons parameter som laktat, glukose, osmolalitet, klor og magnesium i gruppen kontroll diploid. Red
uthevet skrift indikerer positiv korrelasjon mellom plasmakortisol og gitte parameter

Laktat Glukose Osmolalitet Klor Magnesium

Korrelasjonskoeffsient (1) 0,006 0,517 0,275 0,216 0,193
P verdi 0,961 0,000 0,029 0,089 0,124

3.4.2  Kontroll triploid

Tabell 3. Pearson Kkorrelasjonstest som viser sammenhengen mellom plasmakortisol og ulike sekundeere
stressrespons parameter som laktat, glukose, osmolalitet, klor og magnesium i gruppen kontroll triploid. Red
uthevet skrift indikerer positiv korrelasjon mellom plasmakortisol og gitte parameter.

Laktat  Glukose Osmolalitet  Klor Magnesium

Korrelasjonskoeffsient (1) 0,618 0,0612 0,549 0,309 0,073
P verdi 0,000 0,625 0,000 0,012 0,278

3.4.3 Stress diploid

Tabell 4. Pearson Korrelasjonstest som viser sammenhengen mellom plasmakortisol og ulike sekundeere
stressrespons parameter som laktat, glukose, osmolalitet, klor og magnesium i gruppen stress diploid. Red
uthevet skrift indikerer positiv korrelasjon mellom plasmakortisol og gitte parameter.

Laktat Glukose Osmolalitet Klor Magnesium
Korrelasjonskoeffsient ( r) 0,538 0,642 0,370 0,358 0,514
P verdi 0,000 0,000 0,004 0,005 0,000

3.4.4 Stress triploid

Tabell 5. Pearson korrelasjonstest som viser sammenhengen mellom plasmakortisol og ulike sekundare
stressrespons parameter som laktat, glukose, osmolalitet, klor og magnesium i gruppen stress triploid. Red
uthevet skrift indikerer positiv korrelasjon mellom plasmakortisol og gitte parameter.

Laktat Glukose Osmolalitet  Kilor Magnesium
Korrelasjonskoeffsient () 0,650 0,168 0,592 0,540 0,603
P verdi 0,000 0,203 0,000 0,000 0,000




4 DISKUSJON

Regmming er en av de stgrste miljoutfordringene oppdrettsneringa har. Remt
oppdrettslaks kan pavirke de ville bestandene pa mange mater, men den starste bekymringen
ligger i muligheten for at den skal gyte sammen med, og permanent endre den genetiske
sammensetningen i villaksstammene (Fjelldal et al., 2012). Antall remt oppdrettslaks i Norge
1a i 2001 pa 272 000, i 2006 var det 921 000 tilfeller og i 2014 ligger det forelgpige tallet pa
283 000 (figur 15) (FDIR, 2014). Det er flere arsaker til at laks remmer fra anlegg pa land og i
sjg, men undersgkelser har vist at menneskelig svikt, teknisk svikt, feil bruk av utstyr, fartay
som lager hull i nota, samt ekstremveer er viktig bidragsfaktorer. Regelverket er na blitt
strammet inn med ulike tekniske krav til anleggene i sjg, blant annet skal anlegg i sjo
dimensjoneres til a tale ekstremver oppimot orkanstyrke som kan forventes en gang i lgpet av
en 50 arsperiode (FDIR, 2014).

1000 921

Antall fisk (x 1.000)

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Arstall

Figur 15. Antall laks, regnbuegrret og marine fiskearter som oppdretter har rapportert som rgmt fra norske
akvakulturanlegg i perioden fra 2001 til 30.11.2014 (FDIR, 2014)

Selv med disse ekstra tiltakene remmer det fortsatt fisk fra merdene, og man har
igangsatt produksjonen av triploid laks med den hensikt for & redusere den genetiske trusselen
remt oppdrettslaks representer for den ville norske atlantiske laksen. Triploid laks
forekommer naturlig i naturen hvor hunnlaksen er steril, mens den triploide hannlaksen
fortsatt kjgnnsmodner. Pa grunn av lav fekunditet er triploid laks i naturen meget sjelden
(Fjelldal et al., 2012; Fraser et al., 2012; Maxime, 2008). Triploid laks med et ekstra
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kromosomsett er som sagt delvis sterile, og alet opp for & kunne forhindre potensielle
genetiske interaksjoner mellom rgmt oppdrettsfisk og ville bestander. Den fulle biologiske
effekten av a ha et ekstra kromosomsett er ikke fullstendig kjent, men en tror at triploider er

mer sensitive til sub — optimale miljgforhold (Fraser et al., 2015).

4.1 Stress og allostasis hos fisk

Som tidligere nevnt anses stress hos fisk for & veere en tilstand hvor homeostasen trues
eller forstyrres pa grunn av en eller flere indre og/eller ytre stimuli, definert som stressorer
(Schreck, 2010; Selye, 1950; 1973; Wendelaar Bonga, 1997). Konseptet allostase ble
introdusert for a statte opp konseptet stress, og mer presist et forsgk pa a forklare hvilke roller
de primare budbringerne (for eksempel: glukokosteroider) har under en respons til en
stressor. Allostase tillater fisk a tilpasse sitt fysiologiske system i mgte med forutsatte og
uforutsatte miljgendringer. Allostatisk tilstand refererer til tilstander hvor aktiviteten til de
primeare mediatorene er endrede og vedvarende. En organisme kan tolerere og tilpasse seg
stressorer, men har sine begrensninger. En gjentatt allostatisk tilstand kan fare til en
allostatisk overbelastning, som enten kan vere adaptiv (overbelastning type 1) eller

maladaptiv (overbelastning type 2), (Iversen & Eliassen, 2014; McEwen & Wingfield, 2003).

Schreck (2010) mente at konseptet allostase ogsa er relevant hos fisk. Flere
undersgkelser som omhandler fisk og stress har inkorporert begrepet allostase i deres studier
(Anderson et al., 2011; Iversen & Eliassen, 2014; Leong et al., 2009; Prunet et al., 2012;
Schreck, 2010). Hypothalamus — hypofyse - interrenal (HPI) — aksen hos fisk aktiveres i
respons til stress. Aksen starter med produksjon og utslipp av kortikoliberin (CRH/CRF), fra
forskjellige nukleuser i hypothalamus, som stimulerer til utskillelse av adrenokortikotropt
hormon (ACTH) (Backstrem et al., 2011; Flik et al., 2006). Sirkulerende ACTH vil binde
seg til Melanocortin 2 reseptor (MC2R) i de interrenale cellene i hodenyren. Bindingen av
ACTH og MC2R aktiverer en cCAMP — sekunder signaliserende kaskade, som resulterer i
syntese av «stresshormonet» kortisol (Backstrem et al., 2011; Flik et al., 2006). Graden av
stress, eller den allostatiske ladningen, er avhengig av intensiteten og varigheten til en type
stressor. Kronisk stress gir langvarige, moderate endringer av stresshormon i blodplasma,
mens akutt stress er vist & gi en kortvarig respons med mer markante hormonelle endringer
(Backstrgm et al., 2011; Flik et al., 2006). En gkning av dette hormonet kortisol, refererer til
en primeer stressrespons hos fisk (Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997). Pre-stress nivaene

for oppstart av forsgket la innenfor hva man betegner som normale hvileniva for
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plasmakortisol hos postsmolt laksefisk (Carey & McCormick, 1998; Iversen et al., 2009).
Hos smoltifiserende laksefisk kan plasmakortisolnivaene veere fra oppimot 55 til 165 nM,
avhengig av lakseart (Carey & McCormick, 1998). Alle forsgksgruppene i dette forsgket
hadde en forhgyet konsentrasjon av plasmakortisol etter pafert stressor, noe som indikerer at
en allostatisk belastning pa HPI — aksen, bade hos diploid og triploid laksesmolt, farer til en
primaer stressrespons. | og med at stressrespons hos fisk er naturlig, er stressresponsen
adaptiv. Dette betyr at fisken er i stand til & hente seg inn igjen etter en stressor, og
opprettholder homeostasen. En adaptiv stressrespons er ikke skadelig men gker individets
mulighet for & overleve (Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 2011; Wendelaar Bonga, 1997).
Strekkes stressresponsen ut over lengre tid og utenfor de normale grensene kan
stressresponsen vaere maladaptiv, og effekten kan dermed veere skadelig for fisken, (Pickering
& Pottinger, 1989). | dette forsgket synes henholdsvis begge gruppene av diploid og kontroll
triploid laks & handtere en akutt allostatisk belastning som en adaptiv respons (allostatisk
overbelastning type 1), da de gkte verdiene av plasmakortisol hadde en rask nedgang og var
tilbake pa pre-stress nivaer innen 24 timer. | tillegg kunne en ikke se noen endringer i hverken
sensitiviteten eller i tilbakekoblingsmekanismene, noe som kan indikere at HPI - aksen hos
diploid laks ikke ble pavirket av stressbelastningen. En time etter pafert stressor synes
plasmakortisol i alle grupper og na en topp. Nivaene av plasmakortisol og hastigheten pa
responsen (med unntak av stress triploid) synes & veare sammenliknbar med andre
undersgkelser. | et forsgk med «walleye» nadde man en kortisoltopp ca. 1 time etter 30
sekunders tarrlegging (Barton et al., 2003; Barton & Zitzow, 1995), og tilsvarende har lasting
av atlantisk laksesmolt vist likende resultat bade i tid og niva (lversen & Eliassen, 2009;
Iversen et al., 2005b; Sandodden et al., 2001). Tidligere studier har ogsa vist at selv fanging
og handtering var de mest potente stressorene i sortering- eller transportfasen av laksesmolt
(Arnekleiv et al., 2004; Carey & McCormick, 1998; Dyer et al., 2004; Finstad et al., 2003;
Geslin & Auperin, 2004; Iversen et al., 2005b; Iversen et al., 1998; Iversen & Eliassen,
2014; Mazur & lwama, 1993; Mesa, 1994). Det var derimot en gruppe som skilte seg
ut i dette forsgket, og det var stress triploid. Plasmakortisolverdiene i denne gruppen var
signifikant hgyere enn de andre gruppene 0, 1, 2, 3, 24 og 48 timer etter flytting. Det synes at
evnen til & handtere en akutt allostatisk belastning ble redusert hos triploid laksesmolt, da
triploid stress gruppen ikke returnert til pre-stress-nivaer far etter 72 timer etter flytting og
pafert stressor. Den «spontane» gkningen i plasmakortisol etter 24 og 48 timer kan skyldes
ukontrollerte forstyrrelser i omgivelsene. Dette imidlertid lite sannsynlig da forsgket foregikk

i et omrade med trafikkforbud, og karene var isolert fra hverandre sa lenge forsgket pagikk.
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Triploid stress gruppen synes a komme inn i grenseland mellom allostatisk overbelastning
type 1 (akutt) og type 2 (kronisk). Det er finnes forskning som viser at kronisk stress kan
assosieres med plasmakortisol hos fisk sa lavt som 27.5 nM, mens den hos ustresset fisk
normalt er under 13.8 nM kortisol. Iversen og Eliassen (2010) viste tilsvarende at laksesmolt i
settefiskanlegg som gjennom produksjonen hadde en gjennomsnittlig plasmakortisolniva over
50 nM gav 3.1 starre sjanse for a fa en dedelighet over 5 %, og 4.9 ganger starre sjanse for &
utvikle en sykdomsdiagnose etter utsett i sjg. Nivaene av den «spontane» gkningen hos stress
triploid gruppen ligger godt over disse anbefalte nivaene, og det synes at triploid stress
gruppen midlertidig var i en allostatisk overbelastning type 2 tilstand (kronisk), men innhenter

seg og ender i en allostatisk overbelastning type 1 tilstand (akutt).

4.2  Modifisering av HPI-akseresponsen

Som et resultat av kronisk stress er det blitt dokumentert endringer i aktiviteten til
HPA- aksen (analog til HPI - aksen hos fisk) til pattedyr som vekttap; hypotrofisk tymus;
spredning av kortikotrofe celler i hypofysen (en trofisk effekt av CRH); hemmende syntese av
ACTH (av kortisol); redusert tilbakekoblingseffekt av GR agonister pa utskillelse av ACTH;
gkt starrelse pa den adrenale kjertelen, samt gkt sensitivitet til ACTH. Denne nullstillingen av
HPA — aksen til forhgyet aktivitet er beskrevet av Selye (1973) som stadiet av motstand, ogsa
kjent som allostase (Mormede et al., 2007). For & kunne pavise disse endringene beskrevet
ovenfor, kan en bruke ulike metoder som stimulerings- og deksametason (DEX) tilbake-
koblingstester. Stimuleringstester utfares som regel ved bruk av en vektjustert injeksjon av
syntetisk ACTH. Det er ogsa mulig & injisere CRH, men det er mer sjeldent enn bruken av
ACTH. Disse testene maler sensitiviteten til hypofysen og de interrenale cellene. En kan ogsa
bruke deksametason tilbakekoblingstest, hvor det blir injisert en vektjustert dose av
deksametason, som er et syntetisk steroid med en glukokortikoid aktivitet (Mormede et al.,
2007). Gruppene kontroll diploid og triploid samt stress diploid viste ingen endring i
responsen til HPI-aksen ndr man sammenlikner med pre-stress. Stress triploid gruppen
derimot viste en oversensitivitet til ACTH og en redusert fungerende
tilbakekoblingsmekanisme 24 timer etter flytting og pafert stressor. Denne endrete responsen
til HPI-aksen til stress triploid gruppen kan forklare den forsinkede gkningen i plasmakortisol

en observerte 24 og 48 timer etter start av forsgket.

Fa studier p& ACTH sensitivitet har blitt gjort pa fisk. Men Pottinger og Carrick
(2001) viste at to stammer av regnbuegrret valgt utfra kriteriene for hgy (HR) og lav (LR)

stressrespons hadde forskjellig plasmakortisolrespons pa vektjusterte ACTH dose. Der LR
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belastningen hadde betydelig lavere produksjon av plasmakortisol i forhold til HR belastning.
Tilsvarende viste Iversen og Eliassen (2014) at en daglig pafert stressor
(sammentrengingsstressor) gav permanente negative endringer i responsen til HPI-aksen med
oversensitivitet til ACTH, og ikke fungerende tilbakekoblingsmekanisme. | pattedyr har en
injeksjon av ACTH gitt gkt ACTH sensitivitet i dyr alet opp i darlig betingelser eller utsatt for
gjentatte belastninger. For eksempel er dette blitt observert hos kalver tvunget til langvarig
opphold i sma rom og manglende sosial kontakt (Friend et al., 1985), gjentatt omgruppering
av kyr (Veissier et al., 2001), voksne griser med begrenset plass (Meunier-Salaun et al., 1987)

og fastbundne purker (Janssens et al., 1994).

Deksametason tilbakekoblingstesten ble i utgangspunktet laget for & kunne oppdage
endringer i HPA-aksen til mennesker med dype depresjoner (Banki et al., 1986; Kumar et al.,
2008; Wilens et al., 1984). Deksametason injeksjon hos mennesker har vist & redusere
gkningen av kortisol om morgningen, og denne reduserende effekten er stgrre hos friske
mennesker sammenlignet med mennesker med alvorlige depresjoner (Kumar et al., 2008).
Dyr utsatt for kronisk stress viser & respondere til deksametason pad samme mate som hos
deprimerte mennesker (Mormede et al., 2007). Denne responsen er ogsa observert i forsgk
utfart av Iversen og Eliassen (2014), som pafarte fisken kronisk stress med en daglig stressor i
4 uker. | dette forsgket ble ikke fisken utsatt for kronisk stress, men en akutt stressor.
Resultatene indikerer at triploid laksesmolt utsatt for en akutt allostatisk belastning resulterer i
en allostatisk overbelastning i grenseland av type 1 og type 2 respons med en oversensitivitet
til ACTH, og et redusert negativt tilbakekoblingssystem. Den triploide smolten kom seg igjen
ved slutten av forsgket, og ingen dgdelighet ble registrert, noe som indikerer at en
overbelastning type 1 er assosiert med akutte stressorer med midlertidige endringer i
sensitiviteten til HPIl-aksen. Tilsvarende observasjoner ble sett hos laksesmolt som ble
revaksinert og deretter stresset daglig i fire uker (vaksine+stress), mens en gruppe laksesmolt
som ble stresset i fire uker og deretter revaksinert (stress+vaksine) forble oversensitiv til
ACTH, hadde et ikke fungerende tilbakekoblingsmekanisme og hgy dgdelighet (lversen &
Eliassen, 2014). Resultatene fra denne undersgkelsen tydet pad at fisk som kom inn i en
allostatisk overbelastning type 2 (stress + vaksine) var oversensitiv til ACTH, hadde et
redusert effektivt negativ tilbakekoblingssystem og forhgyet hvileniva av plasmakortisol med
alvorlige effekter pa dyrevelferden. Vaksine + stress gruppen syntes a representere en
allostatisk overbelastning type 1 med midlertidig oversensitivitet til ACTH og forbigaende

redusert effektiv tilbakekoblingssystem tilsvarende stress triploid gruppen i dette forsgket.
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4.3 Plasmakortisol og sekundaere stressresponser

@kte konsentrasjoner av katekolaminer (adrenalin og noradrenalin) og kortikosteroider
(kortisol) i blodplasma, refereres ofte til den primare stressresponsen (Selye, 1950; 1973).
Resultatet av en primear stressresponsen kan fare til sekundzre stressresponser. Sekundeare
stressresponser  pavirker celler og organer, og inkluderer metabolske, cellulare,
osmoregulatoiske og hematologiske endringer, samt forandringer i immunfunksjonen. Disse
endringene er relatert til fysiologiske tilpasninger i forbindelse med selve stressresponsen
(Barton, 2002; Wendelaar Bonga, 1997).

4.3.1 Plasmaglukose og — laktat

I tillegg til gkte konsentrasjoner av kortisol, farer stress ogsa til gkte konsentrasjoner
av plasmaglukose og laktat. En gkning i plasmaglukose i forbindelse med stress generes fgrst
via en katekolamin - mediert glykolyse, og ved senere stadier via en kortisol mediert
glukoneogenese (Pankhurst, 2011). Plasmaglukose er den mest brukte indikatoren pa
sekundeere stressresponser (Mommsen et al., 1999). En fysiologisk stressrespons er
energikrevende (Barton, 2002), og med begrensende tilgang til ressurser vil dette ga pa
bekostning av andre energikrevende prosesser, noe som vil fare til «livshistorie trade-off»
(Cook et al., 2012). Det er enda ikke kjent hvilke rolle kortisol har innen regulering av
energikrevende prosesser, men studier viser at kortisol gker forbrenningen i leveren, ved
glukoneogenese og dermed gker utskillelsen av glukose. Denne metabolske prosessen er en
sentral del av gjenopprettingsprosessen (homeostase) av stress, i og med at glukose er det
foretrukne drivstoff, spesielt for gjeller og hjerne, i mgte med energikravene som trengs under
en stressrespons (Aluru & Vijayan, 2007; Iversen & Eliassen, 2014; Mommsen et al., 1999).
Plasmaglukoseverdiene var veldig variable i alle forsgksgruppene, og en kunne ikke se noen
konsekvente endringer i plasmaglukose som fglge av en primar stressrespons hos
laksesmolten i dette forsgket. Det ble kun pavist sammenheng mellom plasmakortisol og
glukose hos diploid kontroll og diploid stress gruppene. Denne tilsynelatende tilfeldige
effekten av plasmakortisol pa plasmaglukose er observert i flere andre studier, hvor det bade
er registrert gkte og reduserte verdier av glukose som fglge av kortisol (Cook et al., 2012;
Iversen & Eliassen, 2014; Iversen et al., 2013; Mommsen et al., 1999). Dette kan skyldes
den metabolske statusen til fisken for farsgksstart. Fisk sultet eller ei kan resultere i endret
mageinnhold og blodsukkerkonsentrasjon. P4 samme mate har sulting vist & kunne pavirke

glukoserespons, samt gke leverens fglsomhet for adrenergiske stimuleringer (Barton, 2002). |
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dette forsgket ble ikke fisken sultet feor forsgksstart. En pearson korrelasjonstest viser
sammenhengen mellom primare og sekundaere stressresponser, og viser i dette forsgket at det
er positiv korrelasjon mellom plasma kortisol og glukose hos diploid laksesmolt, men ikke
hos den triploide laksesmolten (se Tabell 1, 2, 3, og 4, s.38). Ut ifra denne testen kan det se ut
for at en akutt allostatisk belastning farer til sekundaere stressresponser i diploid laksesmolt,
men ikke hos triploid laksesmolt. Det er mulig at dette er kun en tilfeldig sammenheng, men
man kan ikke se bort ifra at dette er en effekt av triploidisering som har gitt et mulig
avvikende utslag i det fysiologiske uttrykket i forbindelse med stressresponsen. Men det ma
understrekes at det & prave a korrelere plasmaglukose til kun plasmakortisol kan veere
vanskelig, spesielt uten og helt sikkert vite hvordan dyret opplever stresset gjennom
eksperimentet. En allostatisk overbelastning type 1 (akutt) og en allostatisk overbelastning
type 2 (kronisk) kan begge gi ulike utfall av plasmaglukose, alt etter varighet og omfang
(Iversen & Eliassen, 2014). En kan heller ikke utelukke at glukose ikke er en palitelig
indikator pa sekundzre stressresponser. | fisk er plasmaglukose veldig variabel og ikke like
godt regulert som i pattedyr, og for karnivore arter, som atlanterhavslaksen, kan det hende at
glukose ikke i det hele tatt kan brukes som indikator pd metabolsk status (Mommsen et al.,
1999).

Laktat produseres fra glukose i en anaerob glykolyse (Olsen et al., 1995). En gkende
konsentrasjon av laktat i blodplasma, rett etter stress, er trolig pa grunn av anaerob nedbryting
av glukose i muskelvev (Moon & Foster, 1995), og laktaten blir muligens brukt for
anaerobisk glukoneogenesis i leveren til fisk (Vijayan & Moon, 1992).

| forsgket gkte laktat signifikant en time etter flytting og pafert stressor, i stress
diploid, stress triploid og kontroll triploid gruppene. Stressgruppene (diploid og triploid)
nadde et laktat niva pa 12 til 13 mM, og dette er ikke hgyt sammenliknet med nivaer som er
malt (> 20 Mm) i andre undersgkelser hvor ulike fiskearter som salmonider (Salmo sp. og
Onchorhynchus sp) (Liebert & Schreck, 2006; Olsen et al., 1995; Pagnotta & Milligan,
1991; Wood et al., 1990), stripet havabbor (Morone saxatilis) (Cech et al., 1996), sabelfisk
(Anoplopoma fimbria) (Davis et al., 2001), vinterflyndre (Pseudopleuronectes americanus)
(Pagnotta & Milligan, 1991) og «lingcod» (Ophiodon elongatus) (Milston et al., 2006), som
enten ble utsatt for tung fysisk aktivitet eller lufteksponeringer. Men de hgyeste laktatnivaene
registrert i denne undersgkelsen synes a veere sammenliknbare med undersgkelser gjort av
Nomura el. al. (2009) under kommersiell transport av laksesmolt. Uavhengig av graden av
nivaer av laktat bgr en veere forsiktig med a trekke for bombastiske konklusjoner om fisken i

dette forsgket er mer eller mindre «stresset» til sammenlikning med andre undersgkelser.
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Nivaene av laktat og glukose kan vare et artefakt av benyttet malemetode, da en benyttet en
Laktat Pro (Arkray KDK, Kyoto, Japan) og Freestyle Freedom Lite (Abbott Diabetes care
Ltd, Oxon, UK). Well og Pankhurst (1999) har validert effekten av baerbare instrumenter for
maling av laktat og glukose og sammenlignet de med etablerte laboratorieteknikker. De
konkluderte med at baerbare instrumenter for maling av blodglukose og laktat kunne anvendes
som et relativt mal for & vurdere responser til stressfaktorer, men man skulle vise varsomhet
nar man sammenliknet resultatene med undersgkelser som benyttet andre metoder.

En gkning av glukose og laktat i blodplasma etter stress er ofte brukt som indikator pa
aktivering av HPI — aksen (Wendelaar Bonga, 2011; Wendelaar Bonga, 1997), men forsgket
tyder at man ma veere forsiktig med denne konklusjonen. En gkning i plasmaglukose kan vere
begrenset hos fiskearter med et begrenset glykogenlager i leveren, og som viser ulike
gkninger eller endringer i gjenvinningsfasen av den primare stressresponsen (Schreck, 2010;
Segner et al., 2012). Studier pa blant annet salmonider utsatt for stressorer som behandling og
trening viste at nivaet av kortisol kunne gke uten at laktatverdiene ble pavirket, og omvendt
(Pankhurst, 2011).

4.3.2 Effekten pa osmoregulering

Salinitet er en av de viktigste miljgfaktorene som pavirker fisken sin overlevelse,
metabolisme og distribusjon, og for at en fisk skal klare & etablere seg i et gitt habitat er den
avhengig av a kunne handtere salinitetsvariasjoner gjennom osmoregulering. Fisk har utviklet
tre fundamentale strategier for reguleringen av vann- og saltbalansen i ekstracelluleere vaesker
som blodplasma, lymfeveeske og intestinalvaeeske. Disse strategiene omtales som
osmokonform (plasmaosmolalitet lik miljget), hyperosmotisk (plasmaosmolariteten hgyere
enn miljget) og hypoosmotisk (plasmaosmolaritetet lavere enn miljget) (McCormick, 2013).

Osmolalitet angir mengden lgste partikler per kilo vaeske og salinitet angir mengden
lgste salter i vann. Beinfisk holder generelt osmolaliteten i blodet pa omlag 300 mOsm/L, og
for & oppna dette ma vann og ioner reguleres over en rekke organer (Peruzzi et al., 2005).
Som tidligere nevnt er HPIl-aksen ansvarlig for flere biologiske prosesser, og hormonet
kortisol regulerer mange av disse prosessene (Bernier, 2006; Bernier et al., 2009). Kortisol
regulerer  fysiologiske prosesser som energimetabolismen, hydro-mineralbalansen,
oksygenopptaket og ulike funksjoner i immunforsvaret (Mommsen et al., 1999). Med dette vil
hver endring i osmolalitet, klorid og magnesium vare egenskaper som kan indikere

sekundeere stressresponser (Veiseth et al., 2006).
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Plasmakortisol gker naturlig ved gkt sjgvannstoleranse og smoltifisering hos ulike
laksearter, og fungerer derfor som et adaptivt hormon i og med at kortisol har vist seg a
fremme celluleer differensiering av kloridceller og stimulere Na*K* - ATPase i gjellene, tarm
og nyrene, under smoltifisering (Bjornsson et al., 2011; Bjornsson et al., 2010; Mommsen et
al., 1999). Pa samme vis er kortisol ogsa involvert i adaptering til ferskvann (McCormick,
2013), og studier har vist at gkt kortisol gker transkriberingen av NKAala, som trolig er
involvert i opptak av ioner via kloridceller i ferskvann (Kiilerich et al., 2007; Kiilerich et al.,
2011). Tilsvarende viser undersgkelser at kortisol gker overflatevolumet til kloridcellene, og
gkt innstramming av Na* og CI i et hypotont miljg, samt at kortisol ogsa inkluderer aktivt
opptak av Na* og CI". Med dette kan osmolalitet, ulike mono- og divalente-ioner brukes som
indikatorer for & evaluere kapasiteten og integriteten av osmoregulatoriske organer som
gjeller, tarm og nyrer, for & opprettholde hydro-mineral balanse i bade ferskvann og saltvann
(Mommsen et al., 1999; Takahashi & Sakamoto, 2012; Wendelaar Bonga, 2011; Wendelaar
Bonga, 1997).

| dette forsgket var det ingen signifikant gkning i plasmaosmolalitet i diploid (kontroll
og stress) eller triploid (kontroll) gruppene under hvileperioden, etter flytting eller etter pafart
stressor. Triploid stress gruppen var signifikant hgyere enn bade pre-stress og de andre
gruppene 4 timer etter flytting av fisk, og det var en positiv korrelasjon mellom
plasmakortisol og plasmaosmolalitet i alle gruppene. Tilsvarende var ingen signifikante
forskjeller mellom gruppene i plasmakloridverdiene under forsgket, men det var positiv
korrelasjon mellom plasmakortisol og plasmaklorid i forsgksgruppene kontroll diploid, stress
diploid og stress triploid. Ingen gjennomsnittlige plasmakloridverdier i postsmolten under
hvileperioden etter pafart flytting og tilleggsstressor ble malt over 150 mM, noe som indikerer
en godt smoltifisert laks (Imsland et al., 2011; McCormick et al., 2009; McCormick &
Saunders, 1987; Stefansson et al., 2009). Stress har vist seg & pavirke osmoreguleringen
negativt i fisk, spesielt tydelig blir dette i anadrome og katadrome arter som flytter seg
mellom fersk- og sjgvann (Aluru & Vijayan, 2009; Dyer et al., 2004; Ellis et al., 2012;
Iversen et al., 2013; Liebert & Schreck, 2006; Olsen et al., 2005; Peters, 1982; van de Vis
et al., 2003; Veissier & Boissy, 2007; Zellner et al., 2006). Forsgk har vist at laksesmolt som
er pafgrt en stressor taper monovalente ioner til omgivelsene i ferskvann, og opplever at
tilsvarende ioner akkumuleres inn i kroppen i sjgvann (Deane & Woo, 2009; Handeland et
al., 2003; Iversen & Eliassen, 2006; Iversen et al., 2005a; Iversen et al., 1998; Specker &
Schreck, 1980; Wells et al., 2006). Andre studier har igjen ikke kunne pavist noen endringer i
osmolaliteten (Barton & Zitzow, 1995) og kloridnivaene (Barton et al., 2005) nar fisk ble
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utsatt for en trengingsstressor («crowding stress»). Bade osmolaliteten og klorid i dette
forsgket synes a gke tidlig i hvilefasen for deretter a stabilisere seg pa et niva litt under pre-
stress verdiene ved forsgkslutt (dog ikke signifikant). En mulig forklaring til dette kan veere
en effekt av regulatorisk volum reduksjon («regulatory volume decrease; RVD») foreslatt av
Trischitta et al. (2005). Fisk i hypersaline forhold (sjevann) vil prave a bruke intracellulere
osmolytter (myoinositol, trimethylamine oksid (TMAO), glysine o.l.) som del av
osmoreguleringen, da forhgyet plasmaosmolalitet kan medfere alvorlig celleskrumping. Disse
osmolyttene vil kunne bidra til & delvis dempe effekten av stress pa osmoreguleringen (Fiess
et al., 2007; Trischitta et al., 2005).

Verdiene av magnesium i blodplasma varierte blant gruppene. Alle gruppene hadde en
forhgyet gjennomsnittlige verdier av plasmamagnesium etter flytting, men returnerte til pre-
stress niva etter 12 (kontroll diploid) og 24 timer (kontroll triploid og stress diploid). Stress
triploid derimot var signifikant hgyere enn de andre gruppene 1, 2, 24 og 48 timer etter
flytting, og returnerte ikke til pre-stress niva far etter 72 timer.

| sjpvann ma beinfisk drikke vann for & kompensere mot vanntapet til det osmotiske
miljget for & forhindre dehydrering. Fisken skiller ut divalente ioner som Mg?* og SO4> fra
kroppsvaesken via magen og nyrene under denne prosessen. | de fleste tilfeller vil den totale
konsentrasjonen av magnesium i blodplasma ikke overstige 2 mM, og den totale
konsentrasjonen av ioner vil normalt ikke veere under 1 mM (Bijvelds et al., 1998a; Bijvelds
et al., 2001; Bijvelds et al., 1998Db). | dette forsgket viser resultatene at forsgksgruppen stress
triploid hadde verdier av osmolalitet over 2 mM ved 1, 2, 3, 24 og 48 timer etter flytting. Noe
som kan indikere en forstyrrelse i hydromineralbalansen. Selv om det er fa undersgkelser av
effekter av stress pa magnesiumreguleringen viste Staurnes et al. (1994) en signifikant gkning
i plasmamagnesium hos atlantisk torsk (Gadus morhua), sammenliknet med en
kontrollgruppe under transport med hgy tetthet. Tilsvarende har forsgk med sjgvannstilvendt
sglvlaks (Oncorhynchus kisutch) vist tilsvarende gkning i plasmamagnesium under stress
(Redding & Schreck, 1983), og Mg?* gkte tilsvarende hurtig i stripet havabbor (Sparus
aurata) utsatt for forlenget lufteksponering (Arends et al., 1999). Under transport av
laksesmolt og utsett i sjg er det blitt dokumentert ved flere anledninger kraftig gkning i
plasmamagnesium med etterfalgende hgy degdelighet i hgy stressrespons gruppene
sammenliknet med lav stressrespons gruppene, mens osmolaliteten og plasmaklorid forble
upavirket av denne gkte stressbelastningen (lversen & Eliassen, 2009; Iversen et al., 2009;
Iversen & Eliassen, 2014). Dette er i kontrast til undersgkelser gjort av Libert og Schreck

(2006) som viste ingen effekt pa kalium-, magnesium- eller kalsiumnivaene hos regnbuegrret
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(Oncorhynchus mykiss) utsatt for en trengingsstressor («crowding stressor»). En mulig
forklaring pa den negative effekten pa plasmamagnesium av stress i dette forsgket, er at selv
om gkte konsentrasjoner av katekolaminer kan ha positive effekter ved a stimulere
oksygenopptak via gjellene, sa vil dette ogsa gi gkt permeabilitet i gjellene til vann og ioner
(Arends et al 1999). Konsentrasjonen av magnesium i sjgvann er om lag 50 til 100 ganger
starre enn det er i blodplasma til fisk, og dermed kan en relativt liten gkning i permeabilitet i
gjellene under stress, forarsake stor inntrenging av magnesium (Redding & Schreck, 1983).

Det synes at plasmamagnesium er en mer presis sekundar indikator pa stress
sammenliknet med osmolalitet og plasmaklorid. Arsaken til dette kan vere at en kombinasjon
av gkt inntrenging av magnesium over gjellene pa grunn av adrenerge effekter (Arends et al.,
1999), samt redusert utskillelse av magnesium over nyrene som er en vanlig sideeffekt av
plasmakortisol under en akutt eller kronisk stressrespons hos fisk og pattedyr (Bradford et al.,
1992; Iversen & Eliassen, 2014; Prunet et al., 2012; Rotllant et al., 2003a; Schreck, 2010;
Serensen et al., 2011; Wendelaar Bonga, 1997; Wingfield & Sapolsky, 2003).

4.4  Dyrevelferd og triploid laksesmolt

Det finnes en del forskning pa ploiditet hos fisk, og hvordan dette pavirker velferden
hos fisk med avvikende kromosomoppsetninger (Ellis et al., 2013; Fraser et al., 2012; Fraser
et al., 2014c; Fraser et al., 2015; Sadler et al., 2000; Taylor et al., 2007). Triploid laks testes
ut i kommersielle anlegg, men det gjenstar fremdeles noen ubesvarte sparsmal fer en slik laks
kan produseres med like god velferd som den vanlige diploide laksen har. En storskala
produksjon av triploid laks ma testes under ulike drifts — og miljgforhold. Det pagar derfor i
dag flere store prosjekt for testing av fullskala produksjon av triploid laks i regi av seks
norske oppdrettsselskap langs hele norskekysten. Prosjektet startet opp i 2013, hvor de farste
gruppene ble slaktet sent i 2014, og de siste gruppene skal slaktes i 2017 (Fraser et al., 2012;
Fraser et al., 2015; Hansen & Fjelldal, 2015; Hansen et al., 2014). Praktisk oppdrett
innebarer ulike stressende situasjoner for fisken, og lite informasjon medferer manglende
grunnlag for & kunne avgjere om triploid laks er mer fglsom for stress enn den diploide laksen
er og hvordan fglsomheten for akutte situasjoner pavirkes av miljgfaktorer som temperatur og

oksygenniva (Hansen & Fijelldal, 2015).

De funksjonelle konsekvensene av triploidisering av fisk er lite undersgkt i og med at
det er fa tilgjengelige artikler om triploiders fysiologi (Maxime, 2008). En oppegaende og

fungerende stressrespons er essensiell for & kunne opprettholde homeostasen under
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utfordrende eller endrede oppdrettssituasjoner. Med dette kan en uregelmessig stressfysiologi
muligens forklares via en inkonsistent triploid ytelse. Resultatene i denne undersgkelsen
indikerer at triploid laksesmolt utsatt for en akutt allostatisk belastning resulterer i en
allostatisk overbelastning i grenseland av type 1 og type 2 respons med en oversensitivitet til
ACTH, og et redusert negativt tilbakekoblingssystem, med en midlertidig redusert
regulatorisk evne av divalente-ioner. Det synes som den triploide laksesmolten er mer sensitiv
til stress sammenliknet med den diploide fisken i dette forsgket. Tidligere studier pa triploider
har rapportert liten eller ingen akutt biokjemisk respons til stress (for eksempel: kortisol og
glukose) (Fraser et al., 2014c; Sadler et al., 2000). Men i en nylig undersgkelse gjennomfart
av Fraser et al. (2015) hvor man studerte den monoaminske (dopamin og serotonin)
neurokjemiske responsen i hjernen (telencephalon og hjernestammen) hos diploid og triploid
lakseyngel utsatt for ulike stressorer, ble det vist en klar signifikant overproduksjon av
serotonin i triploid fisk sammenliknet med diploid fisk. Tilsvarende hadde triploid lakseyngel
ingen dopaminergisk aktivitet i telencephalon regionen under stress, noe den diploide
lakseyngelen uttrykte tydelig fysiologisk. De konkluderte med at oppdrettet triploid laks
hadde gkt stressrespons og monoaminergisk dysfunksjon som kunne komprimere den
triploide laks sin velferd og toleranseevne (Fraser et al., 2015).

Det antas at triploid fisk har samme velferdskrav som diploid fisk. Men da en ikke vet
de optimale og ideelle miljgforhold for triploider, kan det veere vanskelig & sammenlikne
deres dyrevelferd. Til tross for at triploid og diploid laks er tilsynelatende like fysiologisk sett,
finnes det ulikheter. Hansen et al. (2014) viser at triploid laks er noe ulik diploid laks i
omradene som omhandler krav til temperatur og for, og viser at triploid lakseegg ma
inkuberes ved en lavere temperatur enn diploid laks, for a forhindre deformiteter. Diploid laks
inkuberes normalt sett ved 8 °C, noe som resulterer i deformiteter hos triploide laks. Men ved
a senke temperaturen til 6 °C hos triploide lakseegg under inkubering viste det seg at det
forekom mindre deformiteter. Fosfor og tilgjengeligheten av dette i foret, er en av de viktigste
risikofaktorene i forhold til deformiteter i ryggseyle og underkjeve, i og med at fosfor er et
viktig beinmineral som fisken ma det tilfgres via foret. Forsgk har vist til lavere grad av
deformiteter hos triploider som far gkt fosfor i foret (Fraser et al., 2014a). Andre
velferdsutfordringer som kan oppsta hos triploid laks er falsomheten for & utvikle katarakt og
mindre toleranse for hgye temperaturer. Tilfgrsel av histidin i foret, har tidligere vist a
redusere mengden katarakt hos vanlig laks (Fraser et al., 2012). Problemer med hgye
sjsvannstemperaturer om somrene kan unngas ved a preve a unnga a sette ut fisken i omrader

hvor det kan veere fare for hgye temperaturer over lengre perioder (Fraser et al., 2012; Fraser
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et al., 2014a). Dette vil kunne sette begrensinger pa triploid lakseproduksjon i de sgrlige
omradene av Norge som Agder, Rogaland og Hordaland.

Ettersom den triploide laksen som ble utsatt for stress i dette forsgket synes a ha en
redusert evne til & handtere en akutt allostatisk belastning, kan dette indikere at den er mindre
rustet og mer sensitiv for negative fysiologiske pavirkninger i forbindelse med stress i forhold
til den diploide laksen. Selv om ingen negative tertisere stressresponser som redusert vekst
eller gkt dedelighet ble pavist i dette forsgket, kan den oversensitive triploide laksen i dette
forsgket fort ende opp i en allostatisk overbelastning type 2 (kronisk stress) med etterfalgende
komprimert dyrevelferd, hvis den utsettes for en kraftigere eller mer langvarig stressor.
Videre studier pa hvilke effekter en langvarig allostatisk belasting har pa HPIl-aksen og
stressresponsen hos triploid og diploid laksesmolt er ngdvendig for kunne gjgre seg opp en
formening om hvor godt triploid laks handterer kroniske stressbelastninger. Fer dette er gjort
ber triploid laks handteres sa skansomt som mulig, med lavest mulig stressbelastning for
unnga at dyrevelferden til den triploide laksen blir satt pa en alvorlig preve i kommersiell
oppdrettssammenheng.
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5 KONKLUSJON

I henhold til hypotesene i dette forsgket kan alle forkastes, ettersom det er en klar
forskjell i ACTH sensitiviteten, det negativ tilbakekoblingssystemet og i stressresponsen

mellom diploid og triploid laksesmolt.

Resultatene i denne undersgkelsen indikerer at triploid laksesmolt utsatt for en akutt
allostatisk belastning resulterer i en allostatisk overbelastning i grenseland av type 1 og type 2
respons med en midlertidig oversensitivitet til ACTH og et redusert negativt
tilbakekoblingssystem, med en midlertidig redusert regulatorisk evne av divalente ioner.

Selv om ingen negative tertieere stressresponser som redusert vekst eller gkt dadelighet
ble pavist i dette forsgket, kan den oversensitive triploide laksen fort ende opp i en allostatisk
overbelastning type 2 (kronisk stress) med etterfalgende komprimert dyrevelferd, hvis den
utsettes for en kraftigere eller mer langvarig stressor. Den triploide laksen bgr derfor
handteres sa skansomt som mulig med lavest mulig stressbelastning for unnga at
dyrevelferden til den ploide laksen blir satt pa en alvorlig preve i kommersiell

oppdrettssammenheng.
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