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Sammendrag

Smoltifisering er en morfologisk, fysiologisk og atferdsmessig prosess ung Atlantisk laks
(Salmo salar) gjennomgar i ferskvann for a forberede seg pa opphold i sjevann. Endring i
daglengde (fotoperiode=lysperiode) er en avgjegrende faktor for igangsetting av prosessen.
Vanntemperatur pavirker hastigheten pa smoltifiseringsforlgpet. Pa settefiskanlegg i
kommersielt oppdrett av Atlantisk laks styres fisken inn i smoltifiseringsprosessen ved a
simulere endring i daglengde ved hjelp av lysprogrammer. En mer intensiv produksjon med
hgy vanntemperatur, bruk av brakkvann og kontinuerlig lys har blitt vanligere etter ar 2000.
Hovedmalet med denne oppgaven var a kartlegge smoltifiseringstrekk hos ung Atlantisk laks
(parr) pa et settefiskanlegg hvor produksjonsbetingelsene var som nevnt over. Samtidig var et
delmal & vurdere hvorvidt de ulike metodene som brukes for & dokumentere smoltifisering i
kommersielt lakseoppdrett gir et godt nok grunnlag for & avgjere tidspunkt for sjgutsett. Det ble
gjort fem preveuttak (A (Mars;2,6 gram) til E (Juli; 79 gram)) fra produksjonskar pa
settefiskanlegget. Sjevannstester ble utfart pa hvert uttak. Ved de to farste uttakene hadde ikke
fisken utviklet sjgvannstoleranse, vist ved tidlig og hey dedelighet i sjgvannstest. Sjgvannstest
uttak C og D viste at fisken hadde utviklet sjgvannstoleranse, mens det var en dgdelighet pa 17
% i sjgvannstest ved uttak E. Morfologisk hadde all fisken utviklet smoltkarakterer ved uttak E
(blank uten parrmerker), mens deler av gruppen hadde et slikt utseende allerede ved uttak A
(31 %). Plasmaklorid hos fisk fra produksjonskar ved uttak B og C var lavere enn hva som
normalt observeres hos parr, mens nivaet steg til normale nivaer ved uttak D og E.
Plasmamagnesium og plasmaosmolalitet for fisk i produksjonskar var innenfor normale nivaer
ved alle uttak. Gjelle NKA-enzymaktivitet steg signifikant fra uttak A til B, B til C og holdt
hayt niva ved resterende uttak. Gjelle mMRNA-utrykk viste en relativ reduksjon i NKAola fram
til uttak C. Ved uttak D var den relative reduksjonen liten, mens den var signifikant sterre igjen
ved uttak E. Gjelle mRNA-utrykk av NKAalb viste en svak relativ gkning fram til uttak C, for
deretter & vaere stabil. Differansen mellom de to isoformene bade ved uttak C og E samsvarer
med det som tidligere er observert hos smoltifisert Atlantisk laks. Dgdelighet i sjg etter utsett
var lav sammenliknet med gjennomsnittlig dedelighet for smolt nasjonalt. Resultatene viste
parr som smoltifiserte mellom uttak B og C (april, 7,4 -16,7 gram), men fikk problemer med
sjpvannstoleranse i juli. For & fa et best mulig bilde av laksens smoltifiseringsstatus bar
metodene som brukes i kommersielt oppdrett av Atlantisk laks kombineres. Kontinuerlig lys
kombinert med hgy vanntemperatur (14/12,6 °C) og brakkvann (5-14%o) gir i dette tilfellet

smoltifisert laks pa et tidlig tidspunkt i produksjonssyklusen.



Summary

Smoltification is a morphological, physiological, and behavioural process juvenile Atlantic
salmon (Salmo salar) undergoes in freshwater to prepare a stay in seawater. Change in
daylength (photoperiod) is the main factor that starts the process, while temperature influence
the speed of smolt-development. In commercial smoltfarms, Atlantic salmon have their
photoperiod altered by different light-programs to initiate smoltification. Since year 2000, a
more intensive production with high water temperatures, use of brackish water and continuous
light stimuli have been more common. The main objective of this study was to investigate
smoltification traits in juvenile Atlantic salmon (parr) on a smoltfarm were the production
conditions was as mentioned above. A secondary objective was to examine whether different
methods used to decide smoltification in commercial Atlantic salmon aquaculture provides a
good enough basis to decide time of sea transfer. Five samplings where done (A (March;2,6
gram) to E (July; 79 gram)) from production tanks on the smoltfarm. 24-hour seawater
challenge test (SWT) where run on each sampling. On the two first samplings (A, B) the fish
did not survive the SWT, while the fish at sampling C and D displayed seawater tolerance.
There was 17 % mortality in SWT at sampling E, where all the fish had developed
morphologically smolt-characteristics (silver coloured without parr marks). In sampling A 31%
of the fish was silver coloured without parr marks. Plasmachloride in fish from production-
tanks at sampling B and C was lower than normally observed in parr but increased to normal
values at sampling D and E. Plasmaosmolality and plasmamagnesium was within normal values
in fish from production tanks in all samplings. Gill Na* K*-ATPase(NKA)-enzyme activity
increased significantly from sampling A to B, B to C and was high in the remaining samplings.
Gill mRNA-expression shown relatively reduction in NKAala until sampling C. In sampling
D, the relative reduction was small, while it was significantly increased in sampling E. Gill
relativ mRNA-ekspression of NKAalb increased slightly until sampling C, and then remained
stable. The difference between the two isoforms in both sample C and E, correspond with earlier
observations in smoltified Atlantic salmon. Mortality after sea transfer was low in comparison
with national average smolt mortality. The results show that the fish smoltify in April between
sampling B and C (7,4 -16,7 gram), but displayed poorly seawater tolerance in july. To get the
best possible picture of the smoltification status, the different methods used in the commercial
Atlantic salmon aquaculture should be combined. Continuous light combined with high water
temperature (14/12,6 °C) and brackish water (5-14%o) provides in this case smoltified salmon

at an early point in the production cycle.
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1. Innledning

Innenfor klassen Beinfisker (Teleostei) finnes blant annet familien Laksefisker (Salmonidae).
Denne bestar av 11 ulike slekter, hvorav slekten Salmo er en av dem. | flere av disse slektene
er anadrom livsstrategi vanlig, som for eksempel Oncorhynchus — slekten (Stillehavslaks),
Salmo-slekten og Salvelinus-slekten (Reyeslekten). Begrepet anadrom innebeerer en livsstrategi
hvor individet foretar en vandring fra ferskvann til saltvann og deretter returnerer til ferskvann

for a reprodusere (Thorstad. et al., 2011).

1.1 Livssyklus hos Atlantisk laks (Salmo salar)

Innenfor slekten Salmo finner man arten Atlantisk laks (Salmo salar). Denne arten bestar i
hovedsak av populasjoner med individer som er anadrome (Thorstad. et al., 2011). Atlantisk
laks gyter i ferskvann fra september til februar, hovedsakelig i elver. Sgrlige populasjoner gyter
senere enn populasjoner lenger nord, da eggutvikling tar lengere tid ved lavere
vanntemperaturer. Dette henger sammen med at klekketidspunktet pa varen er viktig for
yngeloverlevelse. Ved gyting pa hgsten graver hunnlaksen gytegrop i grusen hvor eggene
legges. Hannlaksen befukter eggene med melke far de tildekkes med grus. De befruktede
eggene klekkes varen etter, og ynglene lever av naering fra plommesekken de farste 5-6 ukene.
Etter hvert blir faden planktondriv, insektslarver og insekter. Utseendemessig far den marke
«fingermerker» pa sidene samt mindre sorte og rede prikker. Pa dette livsstadiet kalles laksen
parr (Pethon & Nystrom, 2005). Varigheten pa dette livsstadiet varierer mellom 1-8 ar ut ifra
breddegrad, genetikk og andre miljgmessige faktorer (Thorstad. et al., 2011) mens 2-6 ar er
vanligst (Klemetsen et al., 2003). Fgr parren vandrer til saltvann gjennomgar den en parr-smolt
transformasjon, ogsa kalt smoltifisering. Den blir da en smolt (McCormick, 2013). Nar den
forlater ferskvann som smolt er den 10-20 cm lang og veier 10g-80g. Etter 1-5 ar med
naringsinntak og vekst i havet, vender den tilbake til ferskvann som kjgnnsmoden laks for a
gyte (Thorstad. et al., 2011). En laks som har vart en vinter i sjgen (ensjavinter) veier 1-3 kg
nar den kommer tilbake til elva (Otero et al., 2011). Fangstatistikk fra norske lakseelver antyder

at over 50 prosent av laksen i norske elver er ensjgvinters laks(SSB, 2018).



1.2 Smoltifisering hos Atlantisk Laks

Smoltifisering er en morfologisk, atferdsmessig og fysiologisk forandring parren gjennomgar i
ferskvann, med den hensikt & forberede seg pa et opphold i saltvann. Overgangen til det marine
miljg farer til flere ulike utfordringer for smolten. @kt predator-press i havet, stor endring i
salinitet, lange svemmedistanser samt annen diett er noen eksempler pa faktorer som krever
tilpasning hos smolten. Endring i fotoperiode (varighet av dagslys) er den viktigste utlgsende
faktoren for smoltifisering. Vanntemperatur pavirker hastigheten pa prosessen (Thorstad. et al.,
2011).

1.2.1 Morfologiske endringer

Parren mister sine karakteristiske mgrke «fingermerker» og rgde og svarte prikker. Den far
mgarkere rygg, merke finner, blanke sider og lys buk. Dette gjar den mer tilpasset en pelagisk
tilveerelse i havet. Kroppsfasongen blir slankere, og forholdet mellom lengde og vekt reduseres
(kondisjonsfaktor). Dette kan sees i sammenheng med det gkte energibehovet
smoltifiseringsprosessen ferer med seg, med nedbryting av fettvev og gkt lengdevekst. En
lengre og slankere kropp kan ogsa fare til bedre svemmeferdigheter, noe som er en fordel da
predatortrykket er hgyere i havet (Figur 1) (Hoar, 1988; McCormick, 2013; Thorstad. et al.,
2011).

Figur 1: Morfologiske forskjeller mellom parr (gverst) og smolt (nederst).
Begge foto: Carl Ruben A£rg

1.2.2 Atferdsmessige endringer

| ferskvann er parren territoriell og stasjoner, og kan opptre aggressivt mot artsfrender. Den
svgmmer motstrems (positiv reotaksis), er naeringsgkende og oppholder seg for det meste naert
bunnen. Under smoltifiseringsprosessen forsvinner den territorielle og stasjonare atferden, og

smolten forlater bunnen. Den far en mer vilkarlig orientering i forhold til strammen og lar seg



fare nedstrsms mot havet. @kt preferanse for hgyere salinitet samt stim-atferd er vanlig
(Heggberget et al., 1992; McCormick, 2013; Webb, 2007).

1.2.3 Fysiologiske endringer

En endring fra ferskvannsomgivelser til marine omgivelser stiller en rekke fysiologiske krav
for at smolten skal overleve. Den store endringen i salinitet er en av de miljgmessige
utfordringene fisken ma takle (McCormick, 2013)

Kroppsveaesken til fisk inneholder ioner og et visst antall opplegste partikler og kan deles i to
grupper; vaesken pa innsiden av cellene (Intracelluleervaesken, ICF) og vasken pa utsiden av
cellene (ekstracellulerveesken, ECF). Intracelluleervaesken utgjer 40 % av kroppsvolumet.
Eksempler pa ekstracelluleere kroppsvaesker hos fisk er blodplasma, lymfevaeske og

intestinalvaeske (Heggberget et al., 1992).

Antall lgste molekyler eller ioner i en vaeske er definisjonen pa osmolalitet (osmotisk trykk). |
ferskvann hvor laksefisk finnes er osmolaliteten 0 - 10 mOsm kg*(milliosmol per kg vann). |
saltvann er den 1000 mOsm kg?. Beinfisk har en osmolalitet i den ekstracellulere
kroppsvasken pa 260-360 mOsm kg*. Denne er uavhengig av osmolaliteten i vannmiljget rundt
og ma derfor reguleres. Saliniteten i ferskvann og saltvann er henholdsvis 0 og 32-35 %.. Fisken
er altsd hyper-osmotisk i ferskvann (lavere osmotisk trykk i miljget rundt), mens den er hypo-
osmotisk i saltvann (hgyere osmotisk trykk i miljget rundt). | ferskvann taper fisken
kontinuerlig ioner til omgivelsene, samt at vann trenger inn pa grunn av hgyere osmotisk trykk
i fisken. Den ma derfor aktivt ta opp ioner fra vannet rundt, samt skille ut vann. I saltvann taper
fisken vann til miljget rundt, samt at ioner diffunderer inn i fiskekroppen. Fisken ma da aktivt
skille ut ioner, samt drikke vann. For at fisken skal klare & opprettholde vann- og saltbalanse i
kroppen bade i ferskvann og saltvann, er det ulike organer som tar opp eller skiller ut vann og
ioner. Dette kalles osmoregulering (McCormick, 2013; Stefansson et al., 2008)

GJELLER

Gjellene er i tillegg til gassutveksling, viktig for pH-regulering i kroppsvaske og utskillelse av
ammoniakk og ammonium fra proteinnedbrytning. | ferskvann tas ioner opp over gjellene, mens
i saltvann utskilles ioner her. Transport av ioner (Na*, CI', HCOs', H™) over fiskens gjeller
utfares i hovedsak av spesialiserte mitokondrierike kloridceller lokalisert pa gjellefilamentene
og gjellelamellene (Evans et al., 2005). Det er pavist tre ulike transportproteiner i disse
kloridcellene. Na*/K™-ATPase (NKA), Na*/K*/2Cl- cotransporter (NKCC) og cystic fibrosis



transmembrane regulator (CFTR) (Figur 2) (McCormick, 2013). NKA er et enzym som finnes
i alle celler hos dyr. I kloridcellen, hvor det er hgyere konsentrasjoner av dette enzymet, er NKA
lokalisert i den basolaterale membranen. NKA-enzymet har flere underenheter, deriblant
NKAa, NKAB og NKAYy (Nilsen et al., 2007). | kloridcellene pa gjellene til Atlantisk Laks er
det pavist to isoformer av den katalytiske underenheten NKAa; ferskvannsisoformen NKAala
og saltvannsisoformen NKAalb (McCormick et al., 2009). Utbredelsen av NKAala i gjellene
til Atlantisk laks har vist seg & avta ved smoltifisering, mens mengden NKAalb eker (Nilsen
et al., 2007)(Figur 2).

A) Parr B) Smolt C) Smolt
FW FW SwW cl-
Na+ Cl- Na+ Cl- Nat
- - —
i l’ l I l l |’( // \T
|
pc pc ac
Fw Fw SW SwW ‘
Serosal

Figur 2: Skjematisk framstilling av endringer i NKAala- og NKAo.Ib kloridceller i gjellevev under smoltifisering. Hos parr i ferskvann
(FW)(A) dominerer kloridceller med NKAala. Under smoltutvikling gker andelen kloridceller med NKA4o.1b enzymer. Disse cellene ligger i
gjellevevet skjult bak stattecellene, slik at de ikke er i kontakt med vannet og er dermed inaktive. Etter eksponering for saltvann (SW)(C),
vokser NKAalb- kloridcellene slik at de far kontakt med det eksterne vannmiljget rundt og kan begynne & pumpe ut ioner. Kloridceller med
NKAala forsvinner. NKCC1 og CFTR gker i omfang under smoltifisering (B), og fortsetter & gke etter eksponering for saltvann (C). NKA:
Na*/K*-ATPase, NKCC1: Na*/K*/Cl- cotransporter, CFTR: cystic fibrosis transmembrane regulator, ac: asseccory cell, pc: pavement cell
(stattecelle). Figur tegnet etter McCormick (2013).

| ferskvann byttes ClI- fra vannet med HCOs ved en ioneveksler pa den apikale (toppen)
overflaten av kloridcellen. HCOs™ og H* dannes nar CO, fra respirasjon reagerer med vann i
fiskekroppen. CI- forlater kloridcellen gjennom CFTR(ionekanal) over til blodet over en
nedadgaende elektrisk gradient. Blodet er positivt ladd i forhold til kloridcelle. Na* kommer
inn i cellen fra vannet ved utveksling mot H*, i bade kloridcelle og stattecelle, gjennom
H*ATPase kanal (ionekanal) lokalisert i apikal-overflaten. Na* gar til blod ved NKA (Figur
3A). | sjgvann skaper NKA en intracelluleer svak elektronegativ gradient ved utskillelse av 3
Na* og opptak av 2 K* fra blod. Kloridcellen blir negativ ladet (-100 millivolt), mens blodet
positivt ladet. NKCC utnytter denne negative gradienten til & transportere CI" inn i kloridcelle



fra blod. CI fraktes videre ut gjennom CFTR til vannet ved den nedadgdende elektriske
gradienten (sjevannet er ogsa negativt ladd, bare i mindre grad enn kloridcelle). Fjerningen av
CI" fra blod farer til en elektrokjemisk ubalanse som driver Na* ut av blod til vannet ved
paracelluleere kanaler (Figur 3B)(McCormick, 2001; Stefansson et al., 2008).

Det er pavist to isoformer av NKCC i vertebrater (virveldyr). NKCC1 er mest utbredt i ione-
utskillende kloridceller, og har vist seg a gke i omfang ved smoltifisering hos Atlantisk laks
(Nilsen et al., 2007; Stefansson et al., 2008). NKCC2 er den ione-absorberende isoformen
(McCormick, 2013). CFTR er en apikal lokalisert kanal som CI forlater kloridcellen gjennom.
CFTR 1 gker i omfang under smoltifisering mens CFTR 2 ikke endres. Det er antatt at CFTR 1
isoformen er utskiller-versjonen (Nilsen et al., 2007).

Figur 3: Forenklet figur som viser ionetransport i A —
og ved kloridceller pa gjellevev til laksefisk i ) eo.  erskvamno A
ferskvann (A) og sjgvann (B). | ferskvann byttes CI- r N N
fra vannet mot HCOs™ ved en ioneveksler. HCO3 l
og H* dannes nar respiratorisk CO2 reagerer med
vann. Cl- gar til blodet via CFTR ionekanal over en
nedadgaende elektrisk gradient. Na* byttes mot H*
ved H+ATPase ionekanal, og gar til blod ved
NKAala. Na* byttes ogsd ved H+ATPase Stottecelle
ionekanal i stattecelle. | sjgvann skaper NKAalb
en negativ ladning i kloridcelle ved utskillelse av 3
Na* og inntak av 2 K*. Dette utnyttes av NKCC til
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GASTORINTESTINALE TRAKT

Munn, gjellehule, spisergr, magesekk, blindsekker, midttarm og baktarm er det som omfattes
av den gastrointestinale trakt. | saltvann drikker smolten vann for & kompensere for det
osmotiske vanntapet. Mengden NKA og NKCC2 gker i tarmen gjennom smoltifiseringen. Dette
er for & absorbere ioner fra vannet i tarmen og over i blodet. Na * og Cl ~ tas opp i spiserar
magesekk og noe i tarmen, fraktes via blodbane og skilles ut over gjellene. Det osmotiske
trykket i tarmvaesken reduseres ytterligere ved utfelling av Mg2*og Ca2* baktarmen som
karbonater. @kt bikarbonat (HCO3z") transport fra blod til tarm er observert ved smoltifisering,
og dette fasiliterer karbonatutfelling (Ca/MgCOs(s)) (Grosell, 2010). Etter reduksjonen i
osmotisk trykk diffunderer vann over tarmveggene, bade paracellulaert og transcelluleert
(McCormick, 2013; Sundh et al., 2014). Hos Atlantisk laks ble det observert gkt vaesketransport
over bakre tarm under smoltifisering og etter sjgvannseksponering(Veillette et al., 1993).
Vanntransportkapasitet og NKA aktivitet gkte i Chinook-laks tarm i lgpet av tidlig sommer rett
far utvikling av sjgvanntoleranse (Veillette & Young, 2004). Sundh et al., (2014) observerte en
gkt genekspresjon av NKAalb i den distale delen av tarmen hos Atlantisk laks under
smoltifisering. | samme studie s& man at genutrykket av absorbsjonsformen NKCC?2 viste en
gkning under smoltifisering, bade i den proksimale og distale del av tarmen. Hos
smoltifiserende grret (Salmo trutta) gkte vanntransportevnen i tarmen, mens NKA aktiviteten i

tarmen sank utover varen og forsommeren (Nielsen et al., 1999).

NYRER OG URINBLARE

Hos beinfisk i ferskvann er nyrenes hovedoppgave og skille ut store mengder vann som har
kommet inn i fisken ved osmose. Dette utskilles som tynn urin gjennom urinbleera. Nyrene og
urinblera spiller ogsa en viktig rolle i reabsorbering av ioner (Na*, CI") nar fisken oppholder
seg i ferskvann. Nyrene reabsorberer ogsa noe vann. Hos beinfisk i saltvann produserer nyrene
urin som er isoosmotisk med plasma og inneholder overfladige divalente ioner (Mg?*, Ca?*,
S04%) samt fosfat (PO4>). Disse ionene kommer fra tarmen hvor alkalisering av saltvann har
foregatt. lonene fanges opp av nyrene, og skilles ut i urin. | tillegg har nyrene hos
saltvannsbeinfisker en rolle i reabsorbering av vann (Edwards & Marshall, 2013; Reimers &

Daving, 1992). Urinstremmen er fglgelig mye hgyere hos beinfisk i ferskvann enn i saltvann.

Eddy & Talbot (1985) observerte en gkt urinproduksjon utover varen hos atlantisk laks,

samtidig som NKA aktiviteten i gjellene var gkende.



McCormick et al., (1989) undersgkte blant annet NKA aktivitet i nyrer, og observerte tilnsermet
uendrede verdier i bade Atlantisk laks som sto under kontinuerlig lys og Atlantisk laks under

simulert naturlig daglengde (SNP). Dette var i lgpet av perioden Mars til August.

1.2.4 Hormonelle endringer

Endokrinsystemet (hormonsystemet) til fisk bestar av kjertler som utskiller hormoner, samt
reseptorer i de fleste deler av kroppen som registrerer endringer i hormonmengde slik at en
fysiologisk respons kan iverksettes. Pinealkjertelen, hypothalamus, hypofysen, nyren
(interrenalceller), leveren og skjoldbruskkjertelen er endokrine organ som er essensielle i

smoltifiseringsprosessen (Staurnes et al., 1992).

Hos beinfisk registreres endringer i fotoperiode av pinealkjertelen og retina. Dette er
fotosensitive strukturer lokalisert i henholdsvis hjerne og gye pa fisken. Informasjon om
lysmengde sendes som utslipp av melatonin fra pinealkjertelen til hypothalamus. Lite lys
stimulerer til mer utslipp av melatonin, mens perioder med mer lys hemmer
melatoninproduksjon. Hay temperatur gker syntesen av melatonin (Falcon et al., 2010; Staurnes
et al., 1992). Hypothalamus registrerer endringen i mengden melatonin, og skiller ut
stimulerende hormoner som oppfattes av hypofysen. Hypofysen skiller ut prolaktin, ACTH
(Adrenokortikotropt hormon), GH (vekshormon) og TSH (tyreoid stimulerende hormon).
ACTH stimulerer interrenalceller i fremre del av nyre til utslipp av kortisol, som sammen med
GH er viktig i stimulering av osmoreguleringsprosesser i tarm, nyre og gjeller, og dermed
utvikling av  sjevannstoleranse.  Ved stimuli fra  TSH, slipper tyreoid-
kjertelen(skjoldbruskkjertelen) ut tyreoid-hormoner (trijodtyronin; T3/ tyroksin;T4) som styrer
sglvfarging og atferdsendringer. Prolaktin virker hemmende pa effekten av GH samtidig som
den er stimulerende pa dannelsen av ferskvannskloridceller. Det er derfor ansett som en hemmer
av smoltifiseringsprosessen. GH har vist seg a veare det farste hormonet som gker ved endring
i fotoperiode og er sammen med kortisol det som stimulerer til lengdeveksten som farer til
redusert k-faktor under smoltifisering. Det har vist seg at parr av atlantisk laks har lave nivaer
av GH pa varen, mens nivaene gkte markant i smolt. GH stimulerer leveren til utskillelse av
IGF-1 (Insulin-liknende veksfaktor 1) som er viktig for vekst og metabolisme (McCormick,
2013)

Smoltifiseringsprosessen er de fysiologiske responser som felge av den overnevnte
hormonkaskaden. For at prosessen skal igangsettes, ma de rette ytre miljgforhold veere tilstede
(McCormick, 2013; Staurnes et al., 1992)



1.2.5 Temperaturens pavirkning pa smoltifisering

Temperatur er en svert viktig faktor for vekst og utvikling hos laks. @kt temperatur forer til
hayere metabolisme(stoffskifte) og stimulerer derfor veksten (Rosten & Fjellheim, 2010). Den
arlige temperatursyklusen fisken gar igjennom, definerer vekstpotensialet for fisken og dermed
ogsa alderen for nar fisken rekker minimumsstarrelse for smoltifisering (Stefansson et al.,
2008).

For atlantisk laks i vill tilstand har det vert vanlig & operere med terskeltemperatur for nar
smolten vandrer til sjgvann (Stefansson et al., 2008). Utvandringen for smolt av Atlantisk laks
vil normalt skje ved stigende temperatur rundt 10 °C. Dette kan variere (Staurnes et al., 1992).
Zydlewski et al.(2005) indikerte etter et laboratorieforsgk at dggngrader var et bedre mal enn
temperaturterskel for nar utvandringen skjer. | dette studiet ble 508 dggngrader oppgitt som det
atferdsmessige smoltvinduet. Dette star i kontrast til hva som er observert hos Atlantisk laks i
to norske elver ; 426 D°og 328 D° (Urke et al., 2014).

Temperatur er ansett som en hastighetskontrollerende faktor i smoltifiseringen, hvor blant annet
hastigheten pa responsen fra endring i fotoperiode pavirkes av temperatur (Staurnes et al.,
1992). McCormick (1997) konkluderte med at temperatur og endringer i fotoperiode virket
sammen i a gke hastigheten pa smoltifiseringsprosessen. Det er hevdet at temperatur alene uten
endringer i fotoperiode ikke kan stimulere til fullstendig smoltifisering (McCormick et al.,
2002). @kt temperatur opp til en viss grense (15 °C) har vist seg a gi tidligere smoltutvikling
for Atlantisk laks og steelhead (anadrom regnbuegrret; Oncorhyncus mykiss). Temperatur over
dette hemmet smoltutvikling (McCormick, 2013). Chinook-laks holdt pa temperaturer over 17
°C viste redusert evne til & smoltifisere, observert ved redusert gkning i NKA-enzymaktivitet
(Marine & Cech Jr, 2004). Handeland et al. (2004) undersgkte utvikling av sjgvannstoleranse
hos to stammer Atlantisk laks holdt i 12 °C, 8,9 °C og omgivelsestemperatur (2,4 — 11,9 °C).
NKA-aktivitet over gjeller gkte tidligst for gruppen pa den hgyeste temperaturen (12 °C) og
toppet seg ca. en maned fer gruppen pa 8,9 °C.

Perioden hvor smolten innehar de fysiologiske egenskapene for & klare seg i sjgvann, kalles det
fysiologiske smoltvinduet (heretter smoltvindu). Hgye temperaturer framskynder
smoltifiseringen, men kan ogsa korte ned smoltvinduet hvis fisken holdes pa ferskvann. Den
kan da miste smoltegenskaper som for eksempel sjgvannstoleranse og morfologiske trekk.
Denne prosessen kalles desmoltifisering. Begrepet bgr brukes med forsiktighet da det ikke

inneberer fullstendig tap av smoltegenskaper (McCormick, 2013).



| Handeland et al., (2004) sitt studie hadde smolten en varighet av hgy NKA-enzymaktivitet
(>90% av maksimum) pa 250 dagngrader, noe som ble estimert til & vaere smoltivinduet. 500
dagngrader etter det kalkulerte toppnivaet var NKA-enzymaktivitetsnivaene nede pa pre-smolt
niva. Andre studier har ogsa oppgitt varighet pa smoltvindu. Stefansson et al., (1998) oppga en
periode pa god smoltstatus, malt med NKA-enzymaktivitet, til a veere 280 og 350 dggngrader
ved henholdsvis 12 og 10 °C. Ved 14 °C vedvarte statusen i 450 degngrader.

Ulike stammer av atlantisk laks kan veere tilpasset ulike temperaturer (Handeland et al., 2004).
Sett under ett vil ekstremt lave eller hgye temperaturer forsinke, eller i verste fall hemme
smoltifiseringsprosessen, og det er vanskelig a definere et optimalt antall degngrader eller
eksakt temperaturgrense for en komplett smoltifisering (Stefansson et al., 2008).

1.2.6 Fotoperiodens pavirkning pa smoltifisering

For laksefisker er endringen i forholdet mellom dag- og nattlengde (fotoperiode) den viktigste
miljgmessige faktoren for synkronisering av smoltifisering (Hoar, 1988; McCormick, 2013;
Staurnes et al., 1992). Endringen i fotoperiode registreres av retina og pinealkjertelen, som
viderefarer signalet ved a slippe ut markestimulert/lysinhibert melatonin eller ved nevral
informasjon. Dette oppfattes av hypothalamus som igangsetter en hormonell kjedereaksjon
(Falcon et al., 2010; Staurnes et al., 1992).

Fotoperiode pavirker gjennom endokrinsystemet blant annet vekst, atferd (Oppedal et al.,
2001), fettmetabolisme (Nordgarden et al., 2003b), appetitt (Nordgarden et al., 2003a),
gonadeutvikling (Taranger et al., 1998), utslipp av veksthormon og IGF-1 utslipp(Nordgarden
et al., 2005) hos atlantisk laks.

Veksthastighet, hypoosmotisk  reguleringskapasitet ~ og  migrasjonstendens  er
smoltifiseringsrelaterte prosesser som lettest lar seg pavirke av manipulerte endringer i
fotoperiode, mens morfologiske trekk som sglvfarging lar seg minst pavirke (Heggberget et al.,
1992).

Ved & eksponere parr av atlantisk laks for en fotoperiode pa 12 timer lys (12L:12M) i 6 uker
observerte Huang et al., (2010) gradvis gkende verdier av melatonin i blodplasma i den mgarke
perioden i forhold til den lyse perioden av dagnet. Ved eksponering for kontinuerlig lys
(24L:0M) pafalgende 6 uker holdt melatoninnivaene seg pa et stabilt lavt niva gjennom dggnet.
| slutten av perioden med kontinuerlig lys hadde fisken utviklet sglvfarget skinn, samt NKA-
enzymaktivitetsverdi med snittverdi som tilsa sjgvannstoleranse. Kondisjonsfaktor gikk

signifikant ned samme periode.



Studier gjort pa atlantisk laks har vist at smoltifiseringsprosessen kan framskyndes flere
maneder (faseforskyves) ved & simulere overgang fra «vinterperiode» (kort dag) til
«sommerperiode» (lang dag) pa et tidligere tidspunkt enn den naturlige varen (Duston &
Saunders, 1995). Den naturlige endringen i fotoperiode gar gradvis, mens manipulerte
fotoperioder kan bestd av konstant kort dag som skifter over til konstant lang dag eller
kontinuerlig belysning. Det har vist seg at dette gir en normal smoltifisering.
Bakgrunnsbelysning om natten kan fare til ufullstendig smoltifisering (Heggberget et al., 1992).

McCormick et al.(1995) undersgkte smoltifisering hos Atlantisk laks utsatt for fire ulike
fotoperiode-regimer i perioden januar til mai; naturlig daglengde, bra overgang til gkt
daglengde i februar (15L:9M) eller mars, og kort daglengde (9L:15M). Fisken utsatt for bra
overgang til gkt daglengde viste en tidligere gkning i nivaer av veksthormon samt NKA
enzymaktivitet enn fisken utsatt for naturlig eller kort daglengde. Kondisjonsfaktoren gikk
tidligere ned for fisken utsatt for bra overgang til gkt daglengde sammenliknet med de andre
gruppene. For gruppen utsatt for kort daglengde var gkningen i veksthormon og NKA
enzymaktivitet ikke like stor ssmmenliknet med de andre gruppene. Den kom ogsa pa et senere
tidspunkt i forhold til resten av gruppene. Resultatene indikerte at veksthormon responderte pa
gkt daglengde, samt at gkningen av NKA-enzymaktivitet hadde sammenheng med de gkte

veksthormonnivaene.

Johnsen et al. (2000) studerte effekten av manipulert fotoperiode pa sjgvannstoleranse hos
laksefisken rgye (Salvelinus alpinus). Fisken ble utsatt for 5,5 uker med kort dag (4L:20M), far
de ble delt i tre grupper med fglgende fotoperiode regimer: kontinuerlig lys (24L:0M), simulert
naturlig fotoperiode (69 °* nord) eller fortsettelse av samme regime (LD 4L:20M). Gruppen utsatt
for kontinuerlig lys utviklet sjgvannstoleranse 6 uker tidligere enn fisken utsatt for simulert
naturlig fotoperiode, malt ved plasmaklorid- og plasmaosmolalitetsnivaer. Nivaene for NKA
enzymaktivitet sammenfalt med utviklingen av sjgvannstoleranse for gruppen pa kontinuerlig
lys og simulert naturlig fotoperiode. Gruppen med 4 timer lys viste ingen signifikant gkning i
NKA-enzymaktivitet i lgpet av forsgket, men utviklet sjgvannstoleranse 6 uker etter gruppen
pa simulert naturlig fotoperiode basert pa verdier av plasmaklorid og plasmaosmolalitet.
Resultatet indikerte at sjgvannstoleranse hos arktisk rgye er styrt av indre sirkulaere
«timingmekanismer» som kan utlgses av manipulerte, forlengede daglengder om varen
(Johnsen et al., 2000)
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Hos atlantisk laks har kontinuerlig lys helt fra klekking virket hemmende pa endringer relatert
til smoltifisering. Dette var unntatt sglvfarging. Eksponering for en degnrytme med kort
daglengde viste seg a oppheve denne hemmende effekten. Dette indikerer at et «vintersignal»
(kort dag) er ngdvendig for at de indre smoltifiseringsrytmene skal iverksettes og respondere

pa gkt daglengde (Heggberget et al., 1992).

Handeland et al.,(2013a) studerte langtidseffekter av ulike temperaturer og fotoperioderegimer
pa vekst, NKA enzymaktivitet, sjgvannstoleranse og veksthormon hos pre-smolt av atlantisk
laks. Eksperimentet startet 10 juni og sluttet 5 mai aret etter. Fisken ble utsatt for kontinuerlig
lys eller simulert naturlig fotoperiode pa 8 °C eller 13 °C. I lgpet av eksperimentet var det fisken
som ble utsatt for kontinuerlig lys (24L:0M) samt hgyeste temperatur (13 "C) som vokste mest.
Gjelle NKA-enzymaktivitet toppet seg for gruppene pa kontinuerlig lys (13 °C, 8 'C) 5 - 6
maneder for den naturlige smoltifiseringsperioden. Kloridnivaer i blodplasma malt etter 96
timer i 34,5 %o sjovann viste sjgvannstoleranse for gruppene pa kontinuerlig lys (13 °C, 8 °C) og
gruppen pa simulert naturlig fotoperiode (13 °C) i september og oktober (sammenfalt med NKA
enzymaktivitets topp), mens gruppen pa simulert naturlig fotoperiode og 8 ‘C regulerte
kloridnivaet ned til samme niva i mars aret etter. Undersgkelsen illustrerer faseforskyvning av
smoltifiseringen ved & manipulere fotoperioden, samt temperaturen som en

hastighetskontrollerende faktor pa smoltifiseringsprosessen.

Ung atlantisk laks utsatt for kontinuerlig lys fra startforing, viste ingen smolt-relatert reduksjon
i k-faktor i lgpet av varen (Stefansson et al., 2007). | samme undersgkelse ble det observert
reduksjon i gjelle mMRNA-utrykk av NKAala for fisk utsatt for simulert naturlig fotoperiode,
mens gruppen pa kontinuerlig lys viste ingen endring pa dette. Gjelle mMRNA NKAalb gkte
betraktelig for fisken pa naturlig fotoperiode, mens det forble uendret hos gruppen pa
kontinuerlig lys. Konklusjonen var at kontinuerlig lys hindret en komplett smoltifisering ved a
hemme gkning i genekspresjon, utbredelse og aktivitet av gjellenes ionepumper (Stefansson et
al., 2007).

Lysintensiteten har vist seg a veere utslagsgivende for vekstrate, finneutvikling, sglvfarging og
skjelletutvikling under smoltifisering hos atlantisk laks. Ved lave lysintensiteter (<43 lux) var
andelen deformiteter i skjelettet hgyest. Mindre sglvfarging og finneslitasje var mest utbredt
ved lave lysintensiteter, mens vekstrate var positivt korrelert med lysintensitet. Konklusjonen

var at lysintensiteter over 43 lux burde brukes (Handeland et al., 2013b).
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1.3 Kommersiell smoltproduksjon
Kommersiell produksjon av smolt foregar i kar pa land. Produksjonsforlgpet slik det foregar
idag kan grovt deles i to hovedkategorier: produksjon av 0+ smolt (null-aring, hgstsmolt) og

produksjon av 1+ smolt (ett-aring, varsmolt) (Stefansson et al., 2005).

Da oppdrett av Atlantisk laks startet opp, ble det produsert 2+ smolt. Dette var laks som
smoltifiserte varen 2 ar etter klekking. Utvikling av bedre for samt bruk av varmere vann gjorde
det mulig & produsere 1+ smolt. Produksjonssyklusen for 1+ smolt tar utgangspunkt i det
naturlige smoltifiseringsforlgpet, derav navnet varsmolt. Rognen legges i klekkeriene i
februar/mars pa kaldt vann. Yngelen blir til parr pa varen/sommeren og vaksineres i lgpet av
vinteren. Smoltifiseringsprosessen skjer pa varen et ar etter klekking under en naturlig

fotoperiode og fisken settes deretter i sjgen (Figur 4) (Stefansson et al., 2005).

Pa slutten av 80-tallet begynte produksjon av laksesmolt som ble sjgsatt samme ar som den ble
klekket (0+). Rognen legges pa klekkeri i desember/januar i opptil 8 °C varmt vann.
Vanntemperaturen gkes ytterligere for yngelen, da dette gir gkt vekst. De to mest brukte matene
a lysmanipulere parr inn mot smoltifisering er «firkantregimet» eller «simulert varregime». Ved
farstnevnte settes fotoperioden til 12 timer marke og 12 timer lys (12L:12M) nar parren er stor
nok (>20 g). Dette er et simulert vintersignal. Denne perioden varer i vanligvis 6 uker, men kan
variere mellom 4 og 12 uker. Etter dette settes fotoperioden til 24 timer lys (24L:0M). Dette er
et simulert varsignal, og varer i 3-8 uker. Parren smoltifiserer i lgpet av «varsignalet». Fisken
settes sa i sjgen pa hgsten. Ved «Simulert varregime» settes fisken pa 12L:12M fotoperiode
hvor mengden lys per dag gradvis gkes til man oppnar 24:0 fotoperiode. Parren smoltifiserer i
lgpet av den simulerte varen og settes i sjgen nar den er klar, dette blir pa hgsten (figur 4)
(Stefansson et al., 2005).
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Figur 4: Figuren illustrerer produksjonsforlgpet for 0+smolt og 1+smolt. Tegnet etter Stefansson (2005).

Produksjon av 0+ smolt farer til kortere oppholdstid i settefiskanlegget samt en tidligere start

pa vekstperioden i sjgen enn det som er vanlig ved produksjon av 1+ smolt.

En produksjonstrategi som inneberer bade 0+ og 1+ smolt gjgr at smoltprodusenten kan sette
fisk i sjgen to eller flere ganger i aret. Dette gir markedet mer stabil tilgang pa laks av slakteklar
starrelse, samt mer effektiv bruk av produksjonsfasiliteter ved settefiskanlegget (Lysfjord et al.,
2004). Generelt viser dgdelighetsdata at O+smolt har like god eller bedre overlevelse etter 15
maneder i sjg (Svasand et al., 2016).

Produksjonsmatene beskrevet ovenfor er typiske mater & fa fram laksesmolt pa. Disse kan
variere mye fra anlegg til anlegg, og pavirkes ofte av forutsetninger som vanntilgang,
vannkvalitet og vanntemperatur. 1 2012 apnet fiskeridirektoratet for produksjon av postsmolt
opptil 1000 gram i lukkede eller semilukkede anlegg pa land eller i sjg. Dette, samt situasjonen
med hgyt smittepress av Lakselus (Salmonis lepeoptheirus) pa laks i apne sjgmerder, har gjort
det mer vanlig med sakalt stor-smolt produksjon ved norske settefiskanlegg. Smolten holdes da
i kar med brakkvann eller sjgvann til den nar stgrrelser pa inntil 1000 gram, og deretter settes i
sj@ (Hagspiel et al., 2018).
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1.3.1 Svinn i kommersielt lakseoppdrett

Antallet produsert laksesmolt fra norske settefiskanlegg har mer enn doblet seg siden ar 2000,
samtidig som antallet dgd laks registrert i matfiskfase kan ganges med tre i samme tidsperiode
(Tabell 1) (Fiskeridirektoratet, 2018). Det er ofte forhgyet dgdelighet den farste perioden etter
sjeutsett, og denne dadeligheten representerer ofte en vesentlig del av den totale dedeligheten
i matfiskfasen. Opptil 20 % av all sjgsatt fisk nar ikke konsum (Tabell 1) (Hjeltnes et al., 2017).

Tabell 1: Salg av laksesmolt fra norske settefiskanlegg i 5 utvalgte ar fra og med 2000 til og med 2016 samt svinn i sjg for de
samme arene (Fiskeridirektoratet 2018).

Solgt smolt Svinn i sjg Svinni sjg (%)
Ar (1000 stk)  (1000stk)
2016 321143 55961 17,4
2012 284 552 37979 13,3
2008 221 411 43 976 19,9
2004 147 959 25713 17,4
2000 129 390 17169 13,3

Mattilsynet undersgkte tap av laksefisk i sjg hgsten 2010, var 2011 og hgst 2011. Undersgkelsen
omfattet om lag 80 % av all sjgsatt fisk, medregnet regnbuegrret. For Sgrvestlandet ble arsaken
«settefiskrelatert» brukt pa 2,1 % av registrert svinn, mens i Midt-Norge ble 5,75 % av svinnet
gitt samme arsak. For Nord-Norge var tallet 2,9 %. | undersgkelsen var andelen regnbuegrret

8,1 %, sa tallene for laks anses som representative for hele landet (Bleie & Skrudland, 2014).

Ifalge veterinaerinstituttet var tilbakemeldingene fra oppdretterne delt nar det gjaldt
smoltutsettet i 2016. Enkelte meldte om darlig smoltkvalitet, for liten fisk og variabel starrelse
samt finneskader ved utsett. Usynkron smoltifisering ble ogsa nevnt som et problem. Andre

hadde lite problemer med smoltifisering og utsett (Hjeltnes et al., 2017).

Darlig smoltkvalitet er ofte brukt som arsak ved dadelighet rett etter sjgutsett, selv om begrepet
ikke konkret definerer hva som er galt med smolten. Ufullstendig smoltifisert laks er ekstra
utsatt for osmotisk stress og patogener. De vokser heller ikke like godt som en fullstendig
smoltifisert laks (Overrein et al., 2015). Fullstendig smoltifisering og sjasetting pa riktig
tidspunkt er pekt pa som suksessfaktorer for videre normal vekst og utvikling i sjg (Hjeltnes et
al., 2017).
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1.4 Hvordan dokumenteres smoltifisering i kommersiellt lakseoppdrett?

Det er utviklet ulike metoder for & avgjere om laksen er smoltifisert. Disse metodene kan grovt
deles i tre niva basert pa hva som testes i organismen (Figur 5). Pa genutrykksniva brukes PCR-
metodikk (PCR: Polymerase Chain Reaction) for & male mRNA-utrykk av NKAala og
NKAalb i gjellevev. Malt opp og nedregulering i mMRNA-utrykket fra ferskvannsisoformen
(NKAala) eller saltvannsisoformen (NKAalb), og sammenlikning av dette opp mot tidligere
prgver kan gi en indikasjon pa den kommende enzymaktiviteten over gjellene (Patogen, 2018;
PHARMAQanalytig, 2018). Pa den maten har metoden pa genuttrykksnivaet en prediktiv verdi,
den kan indikere framtidig sjgvannstoleranse (Figur 5). En slik metode krever lite gjellevev for
a fa fram palitelige resultater, og det samme prgvemateriale kan brukes for analyse mot andre
forhold, for eksempel sykdom. Man slipper dermed nye prgveuttak, og tid spares
(PHARMARQanalytiqg, 2018). Pa markedet er det flere leverandgrer som utfarer slike analyser,
blant andre Patogen AS med sin Smolt-Timer, Europharma AS med sin SmoltControl og
PHARMAQ analytic AS med sin SmoltVision.

Pa organ-niva males aktiviteten av NKA-enzymet i osmoregulatoriske organer. Dette er
primert i gjeller, men NKA-enzymet finnes ogsa i tarm og nyre hos laks (McCormick, 2013).
NKA-enzymaktivitetsanalyse er utviklet av McCormick (1993). Metoden maler fiskens
generelle aktivitetsniva av dette enzymet pa gjellene, og er mye brukt i kommersiell
lakseoppdrett nar smoltifiseringsgrad og utsettidspunkt i sjg skal avgjgres (Eurofins, 2018).
Resultatet sier noe om den totale NKA-enzymaktiviteten pa gjellene pa tidspunktet prgvene ble
tatt, og det gir derfor en natidsindikasjon pa en eventuell sjgvannstoleranse. Metoden skiller
ikke pa sjgvanns- eller ferskvannsisoformen (PHARMAQanalytiq, 2018), men det er en
betydelig (typisk 5 dobling) forskjell i aktivitetsniva mellom pre-smolt i ferskvann, smolt i
ferskvann og post-smolt 1 sjgvann (Stefansson et al., 2012). Verdier over 10 pmol
ADP/mgprotein/time regnes som «smolt verdier» (MarinHelse, 2017; McCormick, 1993).

Pa individ-niva brukes sjgvannstester for & observere fiskens evne til a takle sjgvann over en
viss periode. Klorid og osmolalitetsmalinger i blodplasma i etterkant sier noe om evnen til a
skille ut ioner. 24 timer i 33-35 %o sjovann er ofte brukt i norsk lakseoppdrett (Staurnes et al.,
2001). Normale CI" nivaer for laksefisk i ferskvann er 115-135 mmol/I(Folmar & Dickhoff,
1980; Heggberget et al., 1992). Etter 24 timer i 33-35 %o sj@vann bar ikke Cl ~ niva i blodplasma
vaere mer enn 5-10 mmol/l over nivaet fra ferskvann. Ulempen ved en 24 timers 33-35 %o test
er at fisk som ikke er fullstendig smoltifisert kan «hangle» seg igjennom. Her spiller stgrrelsen
pa fisken ogsa en rolle. Hos enkelte laksefisk har sjgvannstoleransen vist seg a gke med
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starrelsen. Dette er fordi kroppsvolumet gker mer ved vekst enn (gjelle)overflaten. Dermed
skjer vanntapet under sjgvannseksponering saktere (Heggberget et al., 1992). En annen ulempe
er at det kan ogsa vere vanskelig a vite om fisken er pa tur inn eller ut av smoltvinduet. Test
med varighet 96 timer ved 37,5 %o salinitet er ogsa prgvd. Stor parr kan regulere ioneinnholdet
i plasma pa en tilstrekkeligmate i en 24 timers sjgvannstest, men disse vill ikke overleve 96
timer med hgy salinitet (Staurnes et al., 2001). 40 %o sjovann i 24 timer siler ogsa ut fisk som
ikke er sjgvannstolernt, men risikoen for & underestimere graden av sjgvannstoleranse
foreligger ved en slik test. Dette gjenspeiler heller ikke hva som er reelle forhold i sjgen
(Staurnes et al., 2001) samt at det strider mot lovverket a eksponere fisk for hgyere salinitet enn
35 %o (FOR-2008-06-17-822).

En annen faktor som males pa individ-niva er de morfologiske trekkene. Et eksempel pa en
metode som standardiserer de morfologiske trekkene er smoltindeks. Smoltindeks regnes ut
med bakgrunn i sglvfarging, parrmerker og finnekanter. Hver av disse morfologiske trekkene
far en verdi fra 1-4 hvor 4 er smoltverdi. De tre verdiene legges sammen og deles pa tre, og
smoltindeksen blir et tall mellom 1 og 4 (PHARMAQanalytig, 2018).

Genetisk-nivd Organ-niva Individ-nivd
qPCR Gjelle /Tarm /Nyre NKA * Sjpvannstest av ulik varighet
Metode Gjelle NKAala, NKAalb enzymaktivitet. 2 Sa“mteti Paf?.lgende
plasmakloridmaling.
mRNa — utrykk. * Morfologiske trekk.
Prediksjon/indikasjon pa Indikasjon pa natid Sjgvannstolerent fisk?
framtidig sjgvannstoleranse?

sjgvannstoleranse?

Figur 5: Illustrasjon av ulike metoder & avgjere smoltifiseringsgrad pa, inndelt i tre niva (Genestisk, Organ, og Individ-niva).

1.5 Smolt i lovverket

Oppdrett av laks blir i hovedsak regulert av akvakulturloven av 2006 samt flere forskrifter,
deriblant akvakulturdriftforskriften av 2008.
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Ifelge formalsparagrafen (§ 1) til akvakulturdriftsforskriften skal det fremmes god helse hos
akvakulturdyr og ivaretas god velferd hos fisk. § 26 sier at anadrom fisk skal ved utsett i sjg
inneha en kondisjon og veere av en slik starrelse at de kan overleve i saltvann over tid uten at
dette medfarer redusert velferd. | klartekst betyr dette at fisken som settes i sjgen skal vere
smoltifisert. Akvakulturforskriften utdyper ikke konkret hvilke tester som skal brukes for &
dokumentere smoltifisering, men sier at «tilstrekkelig smoltifisering skal dokumenters gjennom
egnede tester». Det nevnes at det ikke skal brukes tester som pafarer fisk vesentlige
pakjenninger, og at fisk ikke skal eksponeres for vann med hgyere salinitet enn 35 %o.. Ved
utsett av nullarssmolt (0+) i sjg pa fallende vanntemperatur, skal temperaturen veere 7 °C eller
hgyere pa utsettslokaliteten. Paragraf 63 i samme forskrift papeker at fisk under smoltifisering
ikke skal vaksineres (FOR-2008-06-17-822).

1.6 Bruk av lys - fra naturlig fotoperiode til kontinuerlig belysning

Far produksjonen av 0+ smolt startet pa slutten av 80-tallet, ble det produsert 1 ars eller 2 ars
smolt. Denne smolten ble produsert slik at smoltifiseringen ble igangsatt av den naturlige
endringen i fotoperiode i lgpet av varen. Fisken sto ofte i utendarskar, slik at kunstig belysning
ikke var ngdvendig. Ved full produksjonsyklus innendgrs ble naturlig fotoperiode simulert med
kunstig lys (Kittelsen et al., 1993).

Ved bruk av rogn fra lysmanipulert stamfisk, oppvarmet vann til rogn og yngel samt malrettet
avlsarbeid mot vekst ble det etter hvert mulig for oppdrettere & produsere smolt som rakk den
starrelsesmessige smoltifiseringsterskelen (20 g) 4-5 maneder etter klekking (0+). De farste
arene med 0+ smoltproduksjon gikk fisken pa naturlig fotoperiode pa hgsten nar den skulle
settes i sjgen. | forhold til varsmolt var den markere i skinnet. Parrmerker var ofte synlig. Dette
var tydelige tegn pa ufullstendig smoltifisering. For a forbedre resultatene pa hgstutsatt smolt
(0+), ble ulike fotoperioderegimer prgvd ut. «Firkantregimet» og «simulert var» ble tatt i bruk
pa farste halvdel av 90-tallet. Firkantregimet ble mest brukt og er fortsatt mye i bruk(Joensen,
2016; Stefansson et al., 2005).

Bruk av kontinuerlig lys (24L:0M) gjennom hele produksjonsyklusen gjgres pa noen
settefiskanlegg og har blitt mer vanlig de siste arene (T. Kristensen pers.com 09.02.18,
A Fjellheim e-post 09.02.18). Dette er i enkelte tilfeller i kombinasjon med spesialfor
(SuperSmolt) som stimulerer di- og polyvalente ionereseptorer hos fisken (Nearing et al., 2002).

Smoltifiseringen skjer da i lgpet av 3-4 uker (Europharma, 2018). I andre tilfeller brukes
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kontinuerlig lys sammen med hgye vanntemperaturer og salinitet i vannet. Dette har ogsa vist
seg a gi smolt som presterer bra i sjg (Svante Brun, pers.com 13.03.17). Enkelte RAS
(Resirkulerende Akvakulturystemer) anlegg har gatt over til kontinuerlig belysning (Joensen,
2016).

Hvis man oppsummerer bruk av lys i smoltproduksjon fra starten fram til i dag, ser man
indikasjoner pa flere skifter. Det har gatt fra naturlig fotoperiode via «firkanregimet» og

«simulert var» til gkende bruk av kontinuerlig belysning gjennom hele produksjonssyklusen.

1.7 Domestiseringseffekt

A domestisere en dyreart innebzrer & temme eller tilpasse dyret til menneskets miljo eller et
nytt miljg (SNL, 2018). Skal man bruke denne definisjonen har norsk lakseoppdrett domestisert
Atlantisk laks.

Avlsprogrammer pa fisk har ofte gkt vekst som mal. Hvilke mekanismer som ligger bak
vekstprosessen og hvordan disse pavirkes av malrettet avl finnes det lite kunnskap om.
Avlsprogram pa norsk oppdrettslaks har primeert fokusert pa vekst og sen kjgnnsmodning
(Strand et al., 2007). En undersgkelse som sammenliknet vill Atlantisk laks og oppdrettet
Atlantisk laks viste hgyere veksthormonnivaer i oppdrettsfisk enn i vill fisk. Oppdrettslaks

hadde sterst vekst. IGF-1 nivaer var like mellom de to stammene (Fleming et al., 2002).

Ved & selektere pa vekst i et avisprogram pa fisk, kan egenskaper korrelert med vekst endres
som et bi-produkt eller som en direkte konsekvens av seleksjonen. Eksempler pa slike
fysiologisk egenskaper er smoltalder og alder for kjgnnsmodning (Debes & Hutchings, 2014;
Gjerde, 1984).

Strand et al.,(2007) observerte en maned tidligere utviklet sjgvannstoleranse hos Atlantisk laks
fra oppdrettsstamme (Aquagen) i forhold til Atlantisk laks fra villstamme. Det er ogsa rapportert
om tidlig smoltifisering i settefiskanlegg ved produksjon av stgrre smolt (Hjeltnes et al., 2017)

uten at dette er satt i sammenheng med domestiseringseffekt.
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1.8 Hypotese og problemstillinger

Det er viet lite oppmerksomhet til spgrsmalet om malrettet avl hos atlantisk laks kan endre
tidspunkt for smoltifisering (Strand et al., 2007). Produksjon av smolt gjennom et fullstendig
24:0 lysregime har gitt fisk som presterer bra i sjg (Svante Brun, pers.com 13.03.17). Dette gir
felgende hypotese:

- Smoltifisering pa et tidlig tidspunkt er en utilsiktet effekt av domestisering samt
produksjonsbetingelser som kontinuerlig lys (L24:M0), hgy vanntemperatur og

sjevannsinnblanding.

Hovedproblemstilling:

- Hvordan pavirker kontinuerlig lysstimuli gjennom hele produksjonsyklusen pa
settefiskanlegg (LD 24:0) smoltifiseringstrekk hos parr av atlantisk laks?

Underproblemstillinger:

1. Er metodene som anvendes for & dokumentere smoltifisering hos Atlantisk laks i
kommersiell sammenheng tilstrekkelige til 4 avgjgre om fisken kan settes i sjg?
2. Fgrer kontinuerlig belysning gjennom hele produksjonsyklusen til komplett

smoltifisering?
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2. Materiale og metode

2.1 Fisk og produksjonssyklus

Det ble tatt prgver av Atlantisk laks (Salmo Salar) av stammen Mowi. @yerogna er produsert
ved Marine Harvest Norway AS avd. S-T stamfisk og er overlevert Marine Harvest Norway
avd. Glomfjord (MHN avd. Glomfjord) den 16.11.2016. MHN avd. Glomfjord er et
gjennomstrgmnings settefiskanlegg med en konsesjon pa 1550 tonn for arlig. Anlegget har en
maksimal kapasitet pa 1400 tonn produsert smolt. 1 2018 er det estimert et leveringsantall pa
8,8 millioner smolt med snittvekt mellom 140 og 150 gram (Svante Brun MHN avd. Glomfjord,
e-post, 17. Januar 2018).

Nov Des | Jan Feb Mars Apr Mai Juni Juli Aug Sept Okt Nov Des Jan Feb Mars Apr Mai

Klekkeri L 900G
Startfdring | U2 =5-6gr 2

Gr.1  Pavekst! (5 —40-605r Prgver tatt fra denne gruppen
Vaksinering [

Pévekst Il I L

Klekkeri - 3800G 3
Startforing | 0.2-56g0r 4
Gr.2  Pavekstl [ 5 —40-60gr 2
Vaksinering [ —
Pavekst II (40— 120gr |
Pavekst Il -Storsmolt | 40-30

Klekkeri
Startfering
Gr.3  Pavekst!
Vaksinering [}
Pavekst Il

Figur 6: Skjematisk illustrasjon av produksjonsstrategi ved MHN avd. Glomfjord. Gr.1 er den fisken pravetaking er utfart pa.

Produksjonen av smolt ved MHN avd Glomfjord er delt i tre grupper som vist i figur 6. Gruppe

1 er produksjon av 0+ og falgende beskrivelse er av denne gruppen.

@yerogna sto pa klekkeri med gjennomsnittlig vanntemperatur pa 6 °C over 64 dager (380
Dagngrader, salinitet 0 %o), for yngelen ble overfort til startforing (Avd. A) 21.01.17. Der var
gjennomsnittstemperaturen 14 °‘C over en periode pa 59 dager (salinitet 0 %o). Fra
startforingsavdeling ble fisken overfgrt til pavekstavdeling 28.03.17 (Avd. B), med

gjennomsnittstemperatur pa 14 °C og salinitet pa 5 %o. | lgpet av neste 10 dager ble saliniteten
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gradvis gkt til 10 %o (07.04.17), for sa & gradvis gkes til 14 %o i lgpet av ytterligere 14 dager.
Fisken ble sortert pa starrelse 01.05.17, hvor den sterste fisken (0+) var den som resterende
prgveuttak ble utfart pa (Avd C). Den 14.06.17 ble fisken vaksinert med vaksinetypen Alphaject
Micro 6. | resten av produksjonssyklusen var gjennomsnittstemperaturen 12,6 °‘C og
gjennomsnittssalinitet 14 %o. For kardimensjoner se figur 2. Det har ikke veert stagrre fisketetthet
enn 65 kg/m? i karene. P& startforing ble fisken foret med Ewos Micro Start. Resten av tiden pa
anlegget ble fisken foret med Skretting Nutra Olympic og Skretting Nutra Supreme. Fisken har
blitt foret etter appetitt med tabell som grunnlag og har hatt kontinuerlig belysning (24L:0M)
med day-light peerer (hvitt lys) fra enten halogen, lysstoffrar eller LED. Fisken sto under dette
lysregimet under hele oppholdet pa anlegget. Farste del av smoltgruppen ble hentet av brgnnbat
for sjgutsett den 25.07.17, mens resten ble satt i sjg ved datoene 09.08.17, 11.08.17 og 27.08.17.
Den 10.05.17 ble det pavist Laksepox (Salmonid gill poxvirus) pa fisken i anlegget. Det ble

observert pafglgende hgyere dgdelighet i en maned.

Tabell 2: Dimensjoner pa kar hvor fisken har oppholdt seg

Startforing 6 m kar (35 m3)
Avd B 8 m kar (75 m3)
Avd C 15 m kar (450m°)
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2.2 Prgvetaking

Det ble gjort 5 prgveuttak ved MHN avd Glomfjord, hvilke ble navngitt med bokstavene A- E.
Hvert uttak besto av 1 blodprave og 2 gjellepraver fra hver fisk. For hvert uttak ble det tatt
prever fra 3 ulike kar (triplikat), hvorav 15 fisk fra hvert kar. Uttakene er gjort ved fglgende
datoer, A: 13.03.17, B: 06.04.17, C: 28.04.17, D: 20.06.17, E:18.07.17 (Figur 7).

63 C | 14 °C |126 ¢
E \
84,7 gram
0 %o 14 %o 18.07.17» Xs47g
Forste sjputsett
79,0gram 95.07.17
D
vV 20.06.17
e
k 44,0 gram
t
C
28.04.17
16,7 gram
B
06.04.17|
A 7,4 gram
Pyerogn satt pd
Klekkeri e
16.11.2016 o
4{ 2,6 gram
FAY
Tid

Figur 7: Skjemaet viser de ulike proveuttakene (A-E) i de ulike fasene av produksjonssyklusen for gruppe 1. @vre kant viser
temperatur mens heldekkende fargefelt viser salinitet. Oppgitte verdier er gjennomsnittsverdier.

15 fisk ble havet fra kar og raskt flyttet til en bgtte med 5 mg/I av anestesimiddelet Metomidate
(Aquacalm vet., Scan Aqua AS). Etter at fisken hadde oppnadd full bedgvelse (anestesifase 4,
(Schoettger & Julin, 1967)), ble en og en tatt fra batten og avlivet med slag mot hodet. Blod ble
tatt fra halevenen ved hjelp av 0,50x16 hepariniserte sprayter og sentrifugert ved 5000 rpm i 12
min. Blodplasma ble pipettert over i merkede eppendorfrar som ble lagret i preveglassbokser
pa -20 °C fryser. Det ble ikke tatt blod fra fisk i uttak A, da disse var for sma til a fa ut

tilstrekkelige mengder.

Fra hver fisk ble det skaret ut %2 gjellebue som ble lagt i cryorgr med SEI-buffer (for innhold se
vedlegg 1) og deretter lagret pa -80 fryser. Dette var for NKA enzymaktivitetsanalyse. Y
gjellebue fra samme fisk ble lagt pa 2 ml cryoregr med 400 ul RNAlater ® (lagret pa -80 fryser)
for NKA-mRNA-utrykksanalyse. Vekt (g) og gaffellengde (mm) ble notert for hver fisk.
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| forbindelse med hvert preveuttak ble 15 fisk fra hvert av de samme tre karene satt pa en 24-
timers sjgvannstest. Det var tre bgtter, en for hvert kar, med gjennomstremming av sjgvann
hvor saliniteten var 32 %o og temperatur 7,7 °C (x 0,5 °C). Nar 24 timer var gatt ble det tatt
blodpraver fra disse fiskene etter samme prosedyre som beskrevet ovenfor, samt at vekt og

gaffellenge ble notert for hver fisk.

2.4 Vekst
Kondisjonsfaktor pa fisken ble regnet ut etter Fultons formel (Fulton, 1902).

__100000+Vekt(g)

- Lengde 3(mm)
SGR (Specific growth rate) ble regnet ut etter falgende formel (Houde & Schekter, 1981):
SGR=100*[(InW2 —InW1)/ AT]

hvor W2 er sluttvekt, W1 er startvekt mens AT er antall dager mellom vektmaling.

TGC (Thermal growth coeffisient) ble regnet ut etter fglgende formel (Iwama & Tautz, 1981):

3
TGC = (2 “—) 1000

Hvor W2 er sluttvekt, W1 er startvekt, T er antall dager mellom malinger og t er

gjennomsnittstemperatur i perioden.

2.3 Analyser av blod

For alle blodanalysene ble eppendorfrgrene med den opptinte blodplasmaen ristet i ca. 2
sekunder med en ZX4 Advanced IR Vortex Mixer (Velp ® Scientifica, Usmate, Italy). Dette for

a homogenisere blodplasmaen.

2.3.1 Plasmaklorid

Klorid-innholdet i 20 pl blodplasma pr. preve ble malt med et Sherwood Chloride Analyser
926 s (Sherwood Scientific LTD, UK) og oppgitt i mmol/Il.
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2.3.2 Plasmaosmolalitet

Osmolaliteten ble malt med et Fiske One-Ten Osmometer (Fiske Associates, Norwood, MA,

USA) og oppgitt i mOsm/kg (mOsm).

2.3.3 Plasmamagnesium

Analysekit Fluitest ® MG XB (Analyticon® Biotechnologies AG, Tyskland) ble brukt til & male
Magnesium (Mg?*) niva i blodplasma. 10 ul blodplasma fra hver prave ble fortynnet i 1 ml
reagens (Tris buffer pH 11, xylidylblatt, detergent) per brenn i en 96 brgnners nunc-plate
(duplikat, to brgnner pr prgve). Dette ble inkubert i 10 minved 22° C. Sammen med xylidylblatt
danner magnesium et lilla complex. Fargeintensiteten (lilla) er proposjonal med
konsentrasjonen av magnesium. Blank prgve og magnesium standardpreve ble kjgrt samtidig
som vanlige prever. Prgvene ble avlest fotometrisk ved 520 nm pd en Tecan Sunrise ™
plateleser (Tecan Group Ltd, Sveits) og analysert pa PC ved hjelp av Tecan Magellan ™ data
analyse programvare (Tecan Group Ltd, Sveits). Magnesiumverdiene i blodplasma ble oppgitt

i mmol/l.

2.5 Analyse av Na*, K*-ATPase enzymaktivitet i gjelle

Metoden som ble brukt for & male Na*, K*-ATPase aktivitet i fiskens gjeller er beskrevet av
McCormick (1993) og Shrock et al. (1994).

| korte trekk baserer metoden seg pa at hydrolysen av adenosintrifosfat (ATP) ned til
adenosindifosfat (ADP) og fosfor(P;) er enzymatisk koblet til omdannelsen av. NADH
(nikotinamid-adenin-dinukleotid) til NAD *. Det vil si at produksjonen av ADP fra ATP i
naerveer av enzymet Na*, K*-ATPase, resulterer i en tilsvarende reduksjon av NADH til NAD".
Denne reduksjonen kan males ved & se pa endring i optisk tetthet (OD) i en mikroplate-leser.
Mengden ADP produsert gir da grunnlag for a kalkulere mengde Na*, K*-ATPase (Figur 8).
Denne mengden korrigeres opp mot en standardkurve med kjente mengder ADP (0, 5, 10, 20

nmol) og totalt proteininnhold.
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ATPase

)  ATP + H,O « » ADP + Pi
Pyruvat kinase
1) ADP+ Fosfoenolpyruvate » Pyruvat +ATP
Mg, K
Laktat dehydrogenase
1) Pyruvat + NADH + H* > Lactate + NAD*

Figur 8: Basisreaksjonen i Na+,K+-ATPase enzymaktivites analyse.

Far pravene ble tatt opp fra fryser ble alle kjemikalielgsninger gjort klare (se vedlegg 1). Nar
de 24 pragvene (plass til 24 prever pr mikroplate) var tatt opp fra fryser og tint, ble gjellebuen
lagt pa en petriskal pa is. 4-6 gjellefilamenter ble kuttet av og lagt i 0,5 ml eppendorfrar med
100 pl SEI buffer (vedlegg 1). 25 pl 0,5 % SEID buffer (vedlegg 1) ble tilsatt. Dette ble
homogenisert med en mototisert «pestle mixer» i 10 sekunder. For at celleavfall skulle utfelles
ble pravene sentrifugert ved 5000 x g i 1 min ved 4 °C. 10 pl av prgven ble pipettert i hver brgnn
(4 replikater) i en Nunc -plate. Nar halvparten av prgvene (12) var pipettert over i platene, ble
assay mixture A (AM, vedlegg 1) og assay mixture B (AM-O, vedlegg 1) som var ferdigblandet
med salt-lgsning (vedlegg 1), satt i vannbad med temperatur 25 ° C. Nar alle 24 prgvene var
pipettert over i mikroplata, ble 200 pl av lgsning AM, som var uten enzymhemmeren quobain,
tilsatt i to av prgvebrgnnene. 200 pl av AM-O, som var med enzymhemmeren quobain, ble
tilsatt i de to andre prgvebrgnnene. Mikroplata ble plassert i en plateleser og lest av pa

balgelengde 340 nm ved 25 °C i 10 minutter (10 sekunders intervall).

Analyse av proteininnhold ble utfart med et Pierce ™ BCA Protein Assay Kit Produktnr. 23225
(Rockford, IL 61105 USA). 3 replikater (10 ul) fra resterende homogenat ble pipettert i hver
brgnn i en Costar plate (CLS 9017 Sigma Aldrich). 200 pl reaksjonslgsning (vedlegg 1) ble
tilsatt i hver brgnn. | gvre venstre hjgrne av plata ble 10 pl BSA standard mixture pipettert i (0O,
5, 10, 20 pg/10 pl, triplikat per konsentrasjon, 12 brgnner). Plata ble satt i en plate-rister i 30
sek, far den ble dekt med parafilm og inkubert ved 37 °C i 30 min. Etter 2-3 min avkjgling ble

den satt i plateleser og avlest ved 562 nm.
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Utregning av mengde ADP ble gjort ved a bruke standardkurven. Mengden protein per prave
og standardkurven ble brukt til & beregne Na*, K*-ATPase aktivitet utrykt som pumol ADP/mg
protein/time.

2.6 Analyser av Na*, K"-ATPase mRNA-utrykk

mRNA-utrykk av enzymet Na*, K*-ATPase isoformer a1a og a1b ble malt i gjellevev fra fisken
med RT gPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction) metode. Denne
metoden baserer seg pa PCR (Polymerase Chain Reaction) metoden, som tar utgangspunkt i
kopiering av DNA- sekvenser ved hjelp av et varmestabilt enzym, Tag-polymerase, og primere.
Primere er oligonukleotider med en bestemt DNA sekvens. RT gPCR kvantifiserer i tillegg
oppkopiering av spesifikke DNA sekvenser ved hjelp av et fluoriserende lyssignal fra en probe
(enkelttradig DNA-sekvens merket med fluoriserende fargestoff). Lyssignalet registreres av et
analyseinstrument. Proben binder seg til en spesiell gensekvens pa DNA strengen, og
lyssignalet aktiveres nar primeren, som forlenges av enzymet Taq polymerase, treffer proben.
Mengden lyssignal er derfor proporsjonal med antall genkopier som lages. | startfasen settes en
grunnverdi pa antall genkopier som produseres. Nar det er signifikant gkning i lyssignal i
forhold til grunnverdien, settes en terskelverdi (threshold). Antallet sykluser som gir lyssignal-
verdi hgyere en terskelverdi, kalles C; — verdi (Threshold Cycle). Vis utbredelsen av malgenet
er liten i prgven, vil antallet sykluser som trengs for a passere terskelverdi vare hgy, altsa hay
C:— verdi. Ved hgyt antall av malgenet, vil terskelverdien tidlig passeres, noe som gir lav C;—
verdi. Metoden gir en relativ kvantifisering av mRNA-utrykk for et gen i en gruppe av prover,
sammenliknet med mRNA-utrykk for samme gen i en annen gruppe prever. (LifeTechnologies,
2012).

RT qPCR analyse bestar av fasene RNA-ekstraksjon, cDNA syntese og PCR sykluser (Figur
9). cDNA er DNA som er syntetisert ved hjelp av enzymet revers-transkriptase med enkeltradig
mRNA som templat. Resultatet er enkelttradet cDNA klar for PCR sykluser. | dette tilfellet er
det brukt en One Step RT gPCR. Dette innebaerer at cDNA syntesen og PCR-syklusene foregar
I samme brgnn, noe som reduserer risikoen for kontaminering av prevemateriale da man
reduserer antallet pipetteringer. Denne formen for RT qPCR krever genspesifikke primere
(LifeTechnologies, 2012).

Det er tre hovedsteg i en PCR syklus: 1) Denaturering 2) Hybridisering 3) Ekstensjon. Under
denaturering utsettes DNA for hgy temperatur, slik at den dobbeltstrengede DNA-strukturen
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brytes ned til enkeltstrenger. Dette for at primer og prober skal kunne feste seg. Da vi brukte
One-Step RT-gPCR virket denne denatureringen farst ved andre syklus, ettersom enkelttradig
cDNA var startpunktet. Under hybridisering brukes en spesifikk temperatur for a tilrettelegge
for festing av primere og prober. Ved ekstensjon settes temperaturen til 70-72 grader, hvor tag-
polymerase forlenger primeren og syntetiserer ny DNA trad mest effektivt. Dette kan skje med
en hastighet opp mot 100 baser per sekund. For at taq-polymerasen skal kunne feste seg til de
enkeltradede DNA strengene, ma det foreligge en forover og en revers-primer
(LifeTechnologies, 2012).

One-Step
RT-qPCR RNA cDNA DNA

/" RNA- cDNA- qPCR

ekstraksjon syntese /,/\\
pd NG
-~ 1) Denaturering ™
2) Hybridisering
3) Ekstensjon

Figur 9: Figuren viser forlgpet av en One-Step RT-qPCR analyse

27



2.6.1 Ekstraksjon av RNA fra gjellevev

RNA ekstraksjon fra gjellevev ble gjort med E.Z.N.A.® Total RNA Kit | (Omega Bio-tek
Norcross, GA 30071) og utfert i henhold til medfglgende protokoll. Fglgende beskrivelse er

etter protokoll.

For start ble RNA Rens Buffer Il uttynnet i 100 % etanol og lagret i romtemperatur. 10 mg
gjellevev av hver prgve ble satt i 2 ml eppendorfrer med 350 ul lysisbuffer og keramiske perler.
Dette ble homogenisert med Precellys Evolution homogenisator (Bertin instruments,
Montigny-le-Bretonneux FRANCE) i 2 x 30 sekunder pa 5800 rpm. Deretter ble prgven
sentrifugert i 5 minuttter ved 14000 x g og 4 ¢” (Heraeus Fresco 21, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Supernatanten ble overfort til 1,5 ml microsentrifuge-tuber, tilsatt 1

volum 70% etanol og ristet grundig.

700 ul pravevaske ble overfart til HiBind® RNA Mini Column (kolonne) satt i en 2 ml tube
og sentrifugert ved 10000 x g i 1 min. Filtratet ble kastet og siste punkt ble gjentatt til alt av

praveveske var kjgrt gjennom kolonnen.

500 ul av RNA Rens Buffer I ble tilsatt kolonnen. Dette ble sentrifugert ved 10000 x g i 1 min.
Filter ble kastet. 500 ul av RNA Rens Buffer 11 uttynnet i 100 % etanol ble tilsatt kolonnen.
Dette ble sentrifugert ved 10000 x g i 1 min. Filtratet ble kastet. Siste punkt ble gjentatt en gang.

Den tomme kolonnen ble sentrifugert ved 14000 x g i 2 min for a fjerne etanolrester. Kolonnen
ble satt i en ren 1,5 ml mikrosentrifuge-tube. 30 ul RNAse-fritt vann tilsatt kolonnen og
sentrifugert i 2 min ved 140009 og 4 c°. Eluert RNA pa mikrosentrifuge-tuben ble lagret i -80

c’ fryser.

2.6.2 RT gPCR

Det ble kjart en duplex reaksjon med en tag-man® probe til hver primer. Malgen var NKAala

eller NKAalb. Kontrollgenet var elongeringsfaktor (EF1Aa).

Essay til malgen besto av primer (forover og revers) med en konsentrasjon pa 900 nm og
6FAM-merket prober med en konsentrasjon pa 250 nm. Disse er publisert av Nilsen et al.
(2007) (Tabell 3).
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Essay til elongeringsfaktor besto av primer (forover og revers) med konsentrasjon pa 900 nm

og Cy5-merket probe med konsentrasjon 250 nm (Tabell 2). Disse er publisert av Olsvik et

al.(2005) (tabell 3).

Total reaksjonsmiks besto av 6 ul gScript XLT One-step RT-qPCR ToughMix (mastermiks,

QuantaBio, Beverly MA 01915), assay for malgen (0,6 ul), assay for elongeringsfaktor (1,1 ul)

nuklease fritt vann (2,3 ul) og RNA templat (2 ul). Totalt volum pr. reaksjon var 12 ul. Det ble

brukt 96 brgnners costar plate, hvor brgnn A1 til D9 hadde reaksjonsmiks med malgen NKAala

(45 praver), og brgnn E1 til H9 reaksjonsmiks med malgen NKAa1b (45 praver). Prgvene ble
kjort uttaksvis (A — E), det vil si et uttak pr plate. Hver plate hadde 6 NTC (Non template

control) brgnner.

RT gPCR faser var som falger (etter protokoll):
- cDNA-syntese ved 50 C° i 10 minutter

- Forste denaturering ved 95 C* i 1 minutt.
- PCR sykluser (45 sykluser) farst ved 95 C° i 10 sekunder, deretter ved 60 C* i 60 sekunder.

PCR sykluserutfgrt med LightCycler ® 96 (Roche).

Resultatet kommer som Ci-verdier for begge malgen (NKAola, NKAalb) samt kontrollgen

(EF1Aa).

Tabell 3: Gensekvenser av PCR primere og prober brukt til & kvantifisere mMRNA-utrykket av NKAQla og NKAQ1b.

Gen

Primer

Prober

Gen bank accession no.

NKAala Forward

CCAGGATCACTCAATGTCACTCT

Reverse

GCTATCAAAGGCAAATGAGTTTAAT

ATCATTGTAAAA

ACGATTACATTATAAGGCAATACT

CK878443

NKAalb Forward

GCTACATCTCAACCAACAACATTAC

AC

Reverse

TGCAGCTGAGTGCACCAT

ACCATTACATCCAATGAACACT

CK879688

EF1AA Forward

CCCCTCCAGGACGTTTACAAA

Reverse

CACACGGCCCACAGGTACA

ATCGGTGGTATTGGAAC

AF321836
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2.6.3 Behandling av data

Relativ endring i NKAala og NKAalb utrykk:

Den relative endringen i mRNA-utrykk av NKAala og NKAalb ble regnet ut ved hjelp av 2 -
AACT metoden(Livak & Schmittgen, 2001; Schmittgen & Livak, 2008). C: -verdiene for
kontrollgen (EFla) og malgen (NKAola og NKAalb) ble satt i et Microsoft Excel ark. C -

verdier for uttak A ble brukt som referansepunkt. Utregning er som falger:

Relativ endring i forhold til uttak A

= 2 -AACT

- 2-((Ct mélgen uttak x - Ct kontr.gen uttak x) - (Ct malgen uttak A - Ct kontr.gen uttak A) — e

Eksempelvis:

Cr-verdi uttak A: NKAala (malgen)= 16,5
EFla(kontrollgen)=14,5

Cr-verdi uttak B: NKAala (malgen)= 17,7
EFla(kontrollgen)=15,5

Relativ endring i mMRNA-utrykk fra uttak A til B blir da:
=9 -AACT
= 2-((17.7-155) - (165 - 14,5))

=0,87

-1

~ 087
=-1,14,

MRNA-utrykket av NKAala er redusert med 1,14 ganger (fold) fra uttak A til uttak B.
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Indeks:

For & analysere differansen mellom genutrykket for NKAala (Malgen A) og NKAalb (Malgen
B) ble det regnet ut en indeks.

Denne ble regnet ut pa falgende mate:

ACt = Cimaigen — (Ct etongeringsfaktor - 10).

10 ble trukket fra elongeringsfaktor for & unnga at AC: verdi ble pluss eller minus ved en

tilfeldighet, ettersom Cr -verdiene for elongeringsfaktor og malgen var noe lik.

Deretter ble en AAC; verdi regnet ut pa falgende mate:
AAC = (ACt malgen A) - (Act mélgen B)

Ut i fra AACi-verdien ble en indeks regnet ut:
2(-AACt)_

Indeksen gir et bilde pa forskjellen i genutrykk mellom NKAala og NKAalb, etter at hver av

dem er korrigert opp mot elongeringsfaktor.
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2.7 Morfologiske trekk
Ved uttak A ble det observert 3 ulike utseendemessige versjoner av parren. Dette var brun med
parrmerker, blank med parrmerker og blank uten parrmerker. Denne klassifiseringen ble brukt

ved alle uttak og antallet av de tre ulike versjonene ble registrert for hvert uttak.

2.8 Statistikk
Statistiske tester ble utfart i IMP®, R® og Microsoft excel®. Shapiro Wilk-test og Kolmogorov-
Smirnov test ble brukt til a avgjere homogenitet og normalfordeling. Data for NKA-

enzymaktivitet og indeks ble log-transformert for & oppna normalfordeling.

Enveis ANOVA ble brukt for a teste for forskjeller mellom uttak, samt mellom grupper innad
i uttak. Ved indikasjoner pa signifikante forskjeller mellom uttakstidspunkter eller mellom
produksjonskar og sjgvanntest innen samme utttak ble Tukey Kramer HSD post hoc test brukt.

Signifikansniva var 0,05.

Figurer ble laget i Microsoft Excel.
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3. Resultat

3.1 Vekst

Fisken hadde en signifikant gkning i vekst mellom hvert prgveuttak (p <0,05) (Figur 10).
Laveste og hgyeste registrerte individvekt i lgpet av praveperioden var henholdsvis 1,7 gram
og 115,5 gram. K-faktor viste ingen signifikant endring mellom uttakene A og uttak B (p=
0,99), eller uttak C og D (p= 0,91). K-faktor gkte signifikant mellom uttak B og C (p<0,0001)
samt uttak D og E (p< 0,0001) (figur 11).
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Figur 2:Figuren viser gjennomsnittlig k-faktor pa fisken det er tatt prover av (n=45), fordelt pa de ulike uttakstidspunktene.
Grupper med ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom uttak. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.
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Figur 3: Figuren viser gjennomsnittsvekt pa fisken det er tatt praver av (n=45), fordelt pa de ulike uttakstidspunktene. Grupper
med ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom uttakstidspunkt. Standardavvik (+SD) er illustrert med vertikale
streker.
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Perioden 13. mars- 6.april hadde hgyest SGR med 4,4, mens lavest SGR ble malt i perioden 28

april -19 juni. Denne var pa 1,84. Laveste og hayeste TGC var henholdsvis 1,32 i perioden 28

april — 19 juni, og 2,16 mellom 20 juni og 18 juli. TGC og SGR for hele perioden var
henholdsvis 1,66 og 2,70 (Figur 12).
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Perioder mellom uttakstidspunkt

Figur 12: Figuren viser gjennomsnittlig TGC (Thermal growth coefficient) og SGR (Spesific Growth Rate) for periodene
mellom prgveuttakene samt hele perioden.
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3.2 Plasmaklorid

Hgyeste gjennomsnittlige kloridniva hos fisk i brakkvann ble malt i uttak D med 132,48 mM
(Standardavvik (SD)+ 4,62). Dette var signifikant hgyere enn de andre uttakene (p<0,0001).
Det var ingen signifikant endring mellom uttak B og C (p=1,0). Laveste maling var uttak C med
103,87 (£5,95) (Figur 13).
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Figur 13: Figuren viser gjennomsnittlig kloridverdi i fiskens blodplasma pa de ulike uttakstidspunktene (n=45). Pa uttak B sto
fisken i 5 %o salinitet, mens det var 14 %o ved resterende uttak. Grupper uten felles bokstaver indikerer signifikante forskjeller
mellom uttak. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.

3.3 Plasmaosmolalitet
Osmolaliteten i blodplasma var hgyest ved uttak E med 340,15 mOsm (£9,14). Laveste verdi
ble malt ved uttak B med 304,09 mOsm (+8.17). Denne malingen var signifikant forskjellig fra

uttak D og E (p<0,0001). Det var ikke signifikant forskjell mellom uttakene C og D (p=0,81)
eller D og E (p= 1,0) (Figur 14).
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Figur 14: Figuren viser gjennomsnittlig osmolalitet i fiskens blodplasma pa de ulike uttakstidspunktene (n=45). Pa uttak B sto
fisken i 5 %o salinitet, mens det var 14 %o ved resterende uttak. Grupper uten felles bokstav er signifikant forskjellige.
Standardavvik er illustrert med vertikale streker.

3.4 Plasmamagnesium

Hayeste og laveste magnesiumniva i blodplasma var henholdsvis uttak E med 1,81 mM (0,34),
og uttak D med 1,10 mM (%0,21). Verdien sank signifikant mellom uttak B og C (p= 0,0123),
mens den steg signifikant mellom uttak D og E (p<0,0001) (Figur 15).
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Figur 15: Figuren viser gjennomsnittlig magnesiumverdi i fiskens blodplasma pa de ulike uttakstidspunktene (n=45). Pa uttak
B sto fisken i 5 %o salinitet, mens det var 14 %o ved resterende uttak. Grupper uten felles bokstaver indikerer signifikante
forskjeller mellom uttak. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.
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3.5 Gjelle Na*, K*-ATPase enzymaktivitet

Laveste og hgyeste malte NKA enzymaktivitet var henholdsvis 4,6 pmol ADP/mg protein/time
pa uttak A (+1,88) og 20,4 pmol ADP/mg protein/time pa uttak E (+3,76). Verdien steg
signifikant mellom uttak A og uttak B, B og C (p< 0,0001), samt sank signifikant mellom uttak
C og D (p=0,0456). NKA enzymaktiviteten var signifikant hgyere ved siste uttak i forhold til
farste (p<0,0001) (Figur 16).
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Figur 16: Figuren viser gjennomsnittlig gjelle Na*, K*-ATPase enzymaktivitet pa de ulike uttakstidspunktene (n=45). Salinitet
var som fglger: Uttak A=0 %o, uttak B = 5 %., Uttak C-E =14 %o Grupper uten felles bokstaver indikerer signifikante forskjeller
mellom uttakstidspunkt. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.
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3.6 Gjelle Na*, K*-ATPase mRNA-utrykk

Stegrste og minste relative endring i mRNA utrykk i forhold til uttak A for NKAala var
henholdsvis 13,0 folds reduksjon (£1,09) ved uttak C og 2,9 folds reduksjon (+1,03) ved uttak
B. Verdien ved uttak C var signifikant lavere enn de andre uttakene (p<0,05) (Figur 16).

For NKAalb var stgrste og minste relative endring i mRNA-utrykk henholdsvis 2,85 folds
gkning (x1,06) i uttak C og 1,36 folds gkning (+0,85) i uttak D. Verdien for uttak C var
signifikant hgyere enn de andre uttakene (p<0,05). Det var ikke signifikant forskjell mellom
verdiene for uttak B, D og E (Figur 17).
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Uttaktstidspunkt

Figur 4: Figuren viser relativ endring i mRNA-utrykk av Na*, K*-ATPase ala og Na*, K*-4ATPase o1b i gjellevev. Uttak A er
referanseverdien. Verdiene for uttak B-E viser hvor mange folds endring det er i mMRNA-utrykk i forhold til uttak A. Ulike
bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom uttakstidspunkt for NKAaZb. Ulike figurer indikerer signifikante
forskjeller mellom uttakstidspunkt for NKAa/a. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.

Hayeste og laveste indeksverdi var henholdsivs 63,1 (+33,7) pa uttak E og 2,0 (+1,6) pa uttak
A. Indeksen for uttak C var signifikant hayere enn uttak A, B og D (p-verdi<0,0001). Det var
ingen signifikant forskjell mellom uttak C og E (p=0,11), mellom A og D (p=0,28) eller B og
D (p=1,00) (Figur 18).
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Figur 5: Figuren viser indeks for de ulike uttakene (n=45). Indeksen er et mal pa differansen i gjelle mMRNA-genutrykk mellom
Na*, K*-ATPase ola og Na*, K*-ATPase alb. Grupper uten felles bokstav indikerer signifikante forskjeller mellom
uttakstidspunkt. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.

3.7 Morfologiske smoltifiseringstrekk

Ved uttak A ble det observert 3 ulike utseendemessige versjoner av parren. Dette var brun med
parrmerker, blank med parrmerker og blank uten parrmerker (Figur 20A). Antallet av disse tre
ulike versjonene ble registrert for hvert uttak (n=45). | uttak A var det tilnaermet lik fordeling
mellom de ulike versjonene, mens det var betraktelig lavere andel brune med parrmerker enn
de to andre versjonene ved uttak B (6,6 %). | uttak C dominerte blanke uten parrmerker (47,7%),
hvor det var lavest andel blanke med parrmerker (22,7%) (Figur 19). | uttak D var tilnerme alle

blanke uten parrmerker (95,5%), mens i E var alle blank uten parrmerker (Figur 19, figur 20B).
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Figur 19: Figuren viser prosentvis fordeling av de 3 ulike utseendemessige versjonene, fordelt pa de ulike
uttakene.

Figur 20: A: Det ble observert 3 ulike utseendemessige versjoner av parren ved uttak A. B: Fisk ved uttak E hadde var alle blank
uten parrmerker. Begge foto: Carl Ruben Arg
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3.8 Sjgvannstester

Det ble gjennomfart 24 timers sjgvannstester ved hvert praveuttak. | uttakene A og B dgde flere
individer i starten av sjgvannstesten. Den ble derfor avsluttet av dyrevelferdsmessige arsaker
far 24 timer var gatt. Derfor er ikke disse to uttakene representert i figurene for sjgvannstester.
Ved uttak E var 8 av 45 fisk meget redusert (buken opp) etter 24 timer, en dgdelighet pa 17 %.

3.8.1 Plasmaklorid

Alle tre uttak viste signifikant hgyere kloridverdier etter gjennomfart sjgvannstest. Hayeste og
laveste gjennomnsnittlige kloridniva i blodplasma etter sjgvannstest var henholdsvis 171 mM
(x32,5) i uttak E og 123,9 (£10,53) i uttak C (Figur 21).
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Figur 21: Figuren viser gjennomsnittlig kloridverdier i blodplasma i fisken fra produksjonskar (14 %, n=45) samt fra
sjgvannstest gjort ved samme uttak (n=45). Grupper med ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom og innad
uttak. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.
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3.8.2 Plasmaosmolalitet

Alle tre uttak viste signifikant hgyere osmolalitetsverdier etter gjennomfert sjgvannstest.
Hayeste og laveste gjennomnsnittlige osmolalitetsverdi i blodplasma etter sjgvannstest var
henholdsvis 421,79 mOsm (£70,78) i uttak E og 360,05 mOsm (+18,40) i uttak D.
Osmolaliteten etter sjgvannstest pa uttak E var signifikant hgyere enn etter sjgvannstesten i
uttakene C og D. Disse to viste ingen signifikant forskjell (p=1,00). Differansen i osmolalitet

mellom fisken fra sjovannstest og 14 %o produksjonskar pa uttak E var 82,41 mOsm (Figur 22).
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Figur 22: Figuren viser gjennomsnittlig osmolalitet i blodplasma i fisken fra produksjonskar (14 %, n=45) samt fra
sjgvannstest gjort ved samme uttak (n=45). Grupper med ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom og innad
uttak. Standardavvik er illustrert med vertikale streker.
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3.8.3 Plasmamagnesium

Alle tre uttak viste signifikant hgyere magnesiumverdier etter gjennomfert sjgvannstest.
Hgyeste og laveste gjennomnsnittige magnesiumniva i blodplasma etter sjgvannstest var
henholdsvis 4,0 mM (0,61) i uttak E og 1,8 (x0,71) i uttak D. Magnesiumnivaet etter
sjgvannstest pa uttak E var signifikant hgyere enn etter sjgvannstesten i uttakene C og D. Disse
to viste ingen signifikant forskjell (p=0,058). Differansen i magnesiumverdier mellom fisken

fra sjovannstest og 14 %o pa uttak E var 2,19 mM (Figur 23).
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Figur 23: Figuren viser gjennomsnittlig magnesiumverdier i blodplasma i fisken fra produksjonskar(14 %o, n=45) samt fra
sjgvannstest gjort ved samme uttak (n=45). Grupper med ulike bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom og innad
uttak. Standardavvik
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3.9 Dgdelighet etter sjautsett

Fisken ble satt i sjg ved fire ulike sjglokaliteter. Disse rapporterte om ulik grad av dedelighet
for fisken 30 dager, 60 dager, 90 dager og 120 dager etter sjgutsett (Tabell 4). Det ble registrert
dadeligheter pa mellom 1,03 % og 2,78 %.

Tabell 4: Tabellen viser akkumulert dgdelighet i prosent antall dager etter sjgutsett for fiskegruppen ved de ulike sjglokalitetene
de ble satt ut pa.

Sjelokalitet Utsettsdato 30 dager 60 dager 90 dager 120 dager

Hjellberget 28.07.2017 2,09 2,42 2,63 2,78
Kvalvika 27.08.2017 1,03 1,24 1,45 1,65
Lian 09.08.2017 1,74 1,97 2,21 2,41
Storstrompan 11.08.2017 1,63 1,83 2,08 2,30
Gjennomsnitt hele gruppen 1,62 1,87 2,09 2,29
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4. Diskusjon

Det er avgjerende for smoltens videre vekst og overlevelse at overferingen til sjgvann gjares
pa riktig tidspunkt. 1 kommersiell produksjon av laksesmolt brukes ulike metoder for & avgjare
om fisken er smoltifisert og klar til a settes i sj@. Prgveuttakene i denne undersgkelsen er gjort
pa parr og smolt underveis i produksjonssyklusen pa settefiskanlegget. Pa den maten har man
fulgt generasjonen for a kunne observere og dokumentere smoltifiseringstrekk i en
produksjonssyklus med utelukkende 24L:0M lysregime. Det ble ikke opprettet noen
kontrollgruppe med et annet lysregime. | sd mate er oppgaven et kartleggings- og
dokumenteringsarbeid av de fysiologiske og morfologiske responser hos fisken gjennom 24:0
lysregime. Ulempen med fraveer av kontrollgruppe gjer at man ikke kunne teste for ulikheter
og likheter mellom forskjellige lysregimer, mens fordelen var et lettere gjennomfarbart forsgk
hvor man direkte kunne ta uttak av fisk i settefiskanlegget uten behov for starre fasiliteter til
kontrollgruppe. Samtidig ville det vert vanskelig & gjenskape identiske vekstforhold i
laboratorieskala, med tanke pa a lage en kontrollgruppe. Som sammenlikningsgrunnlag blir
resultater fra tidligere undersgkelser brukt, da med det tatt i betraktning at miljebetingelsene

rundt er forskjellig fra denne undersgkelsen.

Hvilke typer prgver og analysemetoder som skulle brukes ble valgt med den hensikt & gjenspeile
de metodene som brukes for & dokumentere smoltifisering og sjgvannstoleranse i kommersielt
oppdrett av Atlantisk laks i dag. Det ble ikke tatt gjellepraver for NKA-enzymaktivitetsanalyse
eller NKA mRNA-utrykksanalyse fra fisken i sjgvannstest. Dette ville veert en fordel, da man
kunne observert en mulig respons pa overfegring til sjgvann. En nedregulering er i tidligere
undersgkelse observert pa gjelle mMRNA-utrykk av NKAala hos Atlantisk laks etter overfaring
til sjgvann (Nilsen et al., 2007).

Ved hvert prgveuttak ble det tatt prever av 15 fisk fra tre ulike kar, dette for & unnga
pseudoreplikasjon. Sinnott (2001) foreslo ett uttak av 30 fisk per gruppe/populasjon i oppdrett
av laks for at resultatene skulle veere palitetelig. | dette tilfellet er det tatt praver fra 45 fisk.
Selv om dette er lavt i forhold til antall fisk i karene, anses det som et tilstrekkelig antall for a
fa palitelige og representative resultater. Det ble forsgkt a preveta alle deler av karet for & bedre

representativiteten. Dette ble vanskeligere desto starre karet var.
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4.1 Hovedfunn

Sjevannstester gir et bilde av fiskens evne til a takle sjgvann over en bestemt periode. Man kan
observere overlevelse og atferd i en slik test, eventuelt kombinere det med pregveuttak
(Heggberget et al., 1992) | dette forsgket ble 24 timers sjgvannstester utfart etterfulgt av
blodprgver som ble analysert for klorid, magnesium og osmolalitet. Disse viste forhgyede
verdier ved alle uttak i forhold til fisken som ikke var satt i sjgvann. Sjgvannstest uttak E (Juli)
viste en dgdelighet pa 17%, mens sjgvannstester ved uttak A og B ble avsluttet far 24 timer var
gatt pa grunn av tidlig og sveert hgy dadelighet. NKA enzymaktivitet viste gkning fra farste til
siste uttak, noe som samsvarer med hva som vanligvis observeres hos smoltifiserende atlantisk
laks (Christensen et al., 2018; Heggberget et al., 1992; McCormick, 2013) Malinger av NKA
enzymaktivitet forteller ikke hvilke av isoformene (NKAala ;ferskvannsisoformen/
NKAalb:saltvannsisoformen) som er mest utbredt. En mRNA-utrykksanalyse av gjelle NKA
kan gi en framtidig indikasjon pa dette, ettersom man undersgker hvor mange genkopier som
lages. Differansen i mMRNA-utrykk mellom de to isoformene varierte gjennom forsgksperioden
med en gkning mot slutten. Saltvannsisoformen hadde hgyeste relative mRNA-utrykk i forhold
til uttak A ved uttak B-E. Dette samsvarer med hva som normalt observeres gjennom et
smoltifiseringsforlgp hos atlantisk laks (Heggberget et al., 1992; McCormick, 2013; Nilsen et
al., 2007). Morfologisk viste en del av fisken tegn pa smoltifisering tidlig i forsgksperioden.
Signifikant gkning i vekst ble observert i alle perioder mellom prgveuttak. Dgdeligheten var

under 3 prosent i farste periode etter overfaring til sjganlegg.

4.2 Vekst

En av fordelene med en produksjonssyklus bestdende av kontinuerlig lys er at fisken unngar
reduksjonen i vekst perioden med vintersignal gir. Det er imidlertid hevdet at kontinuerlige
lysregime kan gi tvilsom smoltkvalitet ved utsetting i sj@, hvor synkroniseringen av de viktige
delene av smoltifiseringsprosessen er forstyrret. Slike «pseudo-smolt» er bare delvis
smoltifisert, noe som kan fare til darlig fysiologisk funksjon, stress og smerte om disse settes i
sjsvann(Stefansson et al., 2005). Tidligere undersgkelser har ogsa vist darligere vekst i sjgfase
for smolt utsatt for kontinuerlig lys i ferskvannsfasen, i forhold til smolt utsatt for naturlig
fotoperiode (Handeland & Stefansson, 2001).

Gjennom smoltifiseringsprosessen hos laks i vill tilstand utvikler fisken ofte en slankere

kroppsfasong og dermed lavere kondisjonsfaktor (McCormick, 2013; Staurnes et al., 1992). En
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reduksjon i k-faktor forekommer normalt ogsa hos oppdrettssmolt, om ikke i like stor
grad(Stefansson & Hansen, 1998). | dette tilfellet steg gjennomsnittlig k-faktor mellom uttak A
og E med 0,145. Denne gkningen var ogsa signifikant. Dette star i kontrast til hva som normalt
observeres hos smoltifiserende laks, som for eksempel Handeland et al.,(2004) og (Sigholt et
al., 1998)observerte. Mellom uttak C og D ble det observert en svak ikke-siknifikant nedgang i
k-faktor. Hvorvidt denne nedgangen skal tolkes i noen retning er usikkert, da arsakene kan vare
mange. Slike «avbrudd» i en jevn gkning eller fall i k-faktor er ogsa observert tidligere
(Handeland & Stefansson, 2001; Handeland et al., 2004). K-faktor gkte signifikant mellom
uttak D og E. Hos atlantisk laks i vill tilstand gker ofte k-faktor i lgpet av varen for parr som
ikke smoltifiserer (McCormick, 2013). Hvis man bruker k-faktoren som en del av
vurderingsgrunnlaget for & avgjgre om fisken er smoltifisert, kan det i dette tilfellet gi
indikasjoner pa fravaer av smoltifisering. A vektlegge k-faktor i en slik vurdering ber gjores
med forsiktighet, da spesielle kombinasjoner av temperaturregimer og foringsrytmer kan fare
til at den forventede nedgangen ikke kommer(Stefansson & Hansen, 1998). Kontinuerlig 24
timers lysregime sammen med spesialfor (supersmolt), har ogsa vist seg a gi en jevn gkning

eller fraveer av nedgang i k-faktor (Europharma, 2016).

Sigholt et al (1998) observerte svak gkning i kondisjonsfaktor mellom april og juni for 1+smolt
med starrelse>100g. Dette var fisk holdt pa kontinuerlig lys og hgy temperatur (13,7 °C). Dette

samsvarer med hva som ble observert i denne undersgkelsen.

| de to farste periodene var spesifikk vekstrate (SGR) henholdsvis 4,58 og 3,84 (Figur 11).
Sammenliknet med verdier for oppdrettet atlantisk laks i sjgfase (0,8 — 1) (Johnsen, 2006) er
dette hgye verdier. Da SGR er prosentvis daglig tilvekst, vil en liten fisk ha hayere SGR enn en
starre fisk forutsatt normal vekst. Dette fordi stoffskiftet i mindre fisk er hgyere pr gram
kroppsmasse. Dette gjer at mindre fisk har et potensiale for starre relativ vekst enn starre fisk
(Clarke & Johnston, 1999). SGR er en stgrrelses-uavhengig vekstberegning. Lik prosentvis
daglig tilvekst mellom stor og liten fisk, krever at den stgrste fisken har en urealistisk prosentvis
hay vekst. Det er derfor ikke anbefalt & bruke SGR til & sammenlikne vekst mellom to grupper
fisk av ulik stgrrelse. Handeland og Stefansson (2001) observerte gkt vekst hos smolt i
ferskvann som gikk under 24:0 lysregime i forhold til naturlig fotoperiode, mens samme fisk
hadde betraktelig redusert SGR etter overfgrsel til sjgvann. Fisken i dette forsgket ble overfart
fra 0 %o til 5 %o mellom uttak A og B, mens den sto pa 14 %o ved uttak C. | perioden mellom

uttak C og D var SGR falt til 1,87. Dette kan ha en sammenheng med at fisken var blitt sterre,
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noe som gjar at en normal daglig tilvekst blir lavere i prosent. Lavere SGR ved gkning i salinitet

samsvarer med hva Handeland og Stefansson (2001) observerte.

TGC (Thermal growth coffisient) korrigerer vektgkning for fisk i en periode opp mot
gjennomsnittstemperatur for samme periode. Dermed kan man sammenlikne vekst mellom
fiskegrupper holdt pa forskjellige temperaturer (Jobling, 2003). Fisken i dette forsgket ble holdt
pa gjennomsnittlig 14 °C fra uttak A til D, unntatt uttak E hvor temperaturen var 12,6 °C. | siste
periode (20 juni-18 juli) var TGC-verdien 0,82 hgyere enn perioden far. Det er interessant a se
at SGR ogsa stiger i samme periode, men ikke i like stor grad. Det indikerer at nedgangen i
temperatur fra 14 til 12,6 °C ikke har negativ innvirkning pa vekst (Figur 11). Det er mulig at
temperaturreduksjonen ikke er stor nok til & pavirke veksten, ettersom begge temperaturer er
naert opptil ideell veksttemperatur for Atlantisk laks (15-16 °C) (Hansen et al., 1998).

Av tre ulike produksjonsstrategier for parr observerte Lysfjord et al., (2004) best vekst i lgpet
av farste maned i sj@ hos fisken som ble sjgsatt i september. Dette var 0+ smolt sjgsatt med en
gjennomsittsvekt pa 54 g, med sjgtemperatur pa 11 ° C. Denne fisken hadde da en TGC pa 2,69.
| siste periode i mitt forsgk hadde fisken en TGC pa 2,17 og en gjennomsnittsvekt ved siste
uttak pa 79 gram. Her var saliniteten 14 %o og ikke full sjo som hos Lysfjord et al (2004).
Lysfjord et al (2004) konkluderte med at 0+ smolt satt i sjg pa hasten ikke ga ulemper i forhold
til vekst i fgrste fase i sj@. Dette var fisk som var eksponert for 24:0 lysregime lenger enn 400
degngrader etter 12:12 lysregime. Dette er en varighet som er ansett som ngdvendig for en
komplett smoltifisering (Sigholt et al., 1998). Sammen med mine resultater indikerer dette at
lysregimer bade med og uten vintersignal kan gi god vekst sammen med hgye

vanntemperaturer.

4.3 Plasmaklorid
Kloridnivaet i blodplasma ble malt hos fisk direkte fra kar (0 — 14 %o) og fra fisk etter

gjennomfort 24 timers sjgvannstest (33 %o). Sjevannstester diskuteres senere i kapitlet.

Gjennomsnittlige plasmakloridverdier var lave i fisk fra produksjonskar ved uttak B (104,2
mM, £5,9) og C (103,8+5,9). Dette er lavere enn hva som normalt observeres hos laksefisk i
ferskvann (115 -135 mM)(Heggberget et al., 1992). Analysene av plasmaklorid ble kjgrt to
ganger for & minske sjansene for metodiske feil. Det ble ogsa kjart en tredje retest utfart av

laboratorie-tekniker da man mistenkte systematisk for lave verdier. Retesten ga samme resultat.

48



Haye fisketettheter eller lav vanngjennomstremning i kar kan fare til CO> akkumulering som
kan gi negative effekter pa Atlantisk laks. CO2 har hgy lgselighet i vann og kroppsveesker, da
det reagerer med vann og danner HCO3 (bikarbonat) og H* (Kristensen, 2013). | ferskvann
byttes HCOzs™ fra fisken med CI" fra vannmiljget rundt. Dette byttingen skjer over Kloridcellene
pa gjellene. Ved hgye CO2 konsentrasjoner i ferskvann blir konsentrasjonen av bikarbonat i
fisken forhgyet, noe som reduserer byttefrekvensen mellom klorid og bikarbonat ettersom
begge er negativt ladet, og man ikke kan ha overskuddsladning totalt. Opptaket av klorid blir
derfor mindre, og kloridnivaet i blodplasma reduseres (Staurnes et al., 1998). CO2 verdiene i
vannet ved uttak B og C var 9 mg/l. For oppdrett av smolt i ferskvann er 10-20 mg/I foreslatt
som gvre grense (Staurnes et al., 1998). CO- verdiene ved de to farste uttakene er altsa innenfor
hva som er normalt, og det er lite trolig at de lave kloridverdiene kommer av for hgye CO>

verdier.

Da osmolaltitetsverdiene var normale samtidig som kloridnivaene var lave ved uttak B og C,
kan det tenkes at det er andre osmolytter som fyller dette «tomrommet». Osmolytter er ngytrale
organiske forbindelser som bidrar til osmotisk trykk. Dette kan for eksempel veere taurin eller
sorbitol (Zarate & Bradley, 2007).

Det er i tidligere undersgkelser observert reduserte nivaer av plasmaklorid som felge av ulike
behandlingsprosesser pa ferskvannstilpasset smolt av atlantisk laks (lversen et al., 1998). Ved
henting av fisk for prgvetaking, ble fisken havet fra produksjonskar og over i bgtte med
bedgvelsesvann. Det er rimelig & anta at fisken ble stresset far bedgvelsen begynte a virke, og
at dette har veert med pa a redusere kloridverdiene i blodplasma. Reduksjon i plasmaklorid som
en del av en akutt stressrespons hos fisk i ferskvann er ogsa vist i andre undersgkelser (Liebert
& Schreck, 2006). Sammenlikningsverdien svekkes noe av at fisken i uttak B og C sto pa
henholdsvis 5 %o og 14%e..

Nedgang i plasmaklorid far smoltifisering er observert i tidligere undersgkelser(Folmar &
Dickhoff, 1980). Ser man pa trenden i plasmakloridinnhold over alle uttak, er det mulig at de
lave verdiene ved uttak B og C kan vare en slik reduksjon.

4.4 Plasmaosmolalitet

Normal osmolalitet for laksefisk i ferskvann er 290 — 330 mOsm, mens i saltvann er den 320-
350 mOsm (Heggberget et al.,, 1992). Ved de tre siste uttakene var saliniteten i

produksjonskarene 14 %o. Hvis fisken ved disse tre uttakene ikke hadde problemer med
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osmoreguleringen, kan man anta at de regulerte osmolaliteten til et nivda mellom
ferskvannsnivaet og saltvannsivaet, anslagsvis 310-340 mOsm. Osmolaliteten for fisken fra de
tre siste uttakene var ikke signifikant forskjellig fra hverandre, og var henholdsvis 329 mOsm
(x 12,0) ved uttak C, 337 mOsm(z 16,2) ved uttak D og 340 mOsm(£9,1) ved uttak E (Figur
13). Dette var verdier som er innenfor det som er normalt, og antyder en fisk uten
osmoregulatoriske problemer. For uttak B, hvor saliniteten i produksjonskarene var 5 %o, var
gjennomsnittlig osmolalitet 304 mOsm (+ 8,2). Dette samsvarer med at saliniteten var lavere,
og er ogsa innenfor normalverdier for laksefisk i ferskvann. (Arnesen et al., 1998) observerte
en osmolalitet pa 320 hos smoltifiserende laks i 6 ° C ferskvann. Verdien fra uttak B er lavere
enn dette, noe som kan indikere en mer effektiv osmoregulering og muligens startet
smoltifiseringsprosess. NKA-enzymaktivitet pa fisken fra samme uttak (8,5 pmol
ADP/mgprotein/time) ligger rett i underkant av hva som anses som smoltverdi (10 pmol
ADP/mgprotein/time)  (McCormick, 1993), noe som ogsa kan indikere en
smoltifiseringsprosess i startfasen. Fisken i uttak B hadde en gjennomsnittslengde pa 8,7 cm. |
sa fall er dette et unormalt tidlig tidspunkt for smoltifisering og fer den normalt observerte
starrelsesterskelen pa 12-13 cm (McCormick, 2013). Fisken dgde i sjgvannstesten, noe som
avkrefter smoltifisert fisk.

(Johnsen et al., 2000) undersgkte effekten av fotoperiodemanipulering pa utviklingen av
sjevannstoleranse hos arktisk rgye (Salvelinus alpinus). Fisken som ble utsatt for kontinuerlig
belysning mellom 30 januar og 2 juli, hadde gkning i osmolalitetsverdier i april, mai og juni.
Samme tendens ble observert hos fisken i bade sjgvannstester og produksjonskar. Hvorvidt
dette er sammenliknbart kan diskuteres da det er to forskjellige arter, men det kan veere med pa

a illustrere effekten kontinuerlig belysning har pa utvikling av sjgvannstoleranse hos laksefisk.

4.5 Plasmamagnesium

For beinfisk i ferskvann er magnesium viktig. Mangel kan fare til eksempelvis neurotiske
lidelser, dysfunksjonelle muskler eller darlig vekst. Ferskvannsfisk er primaert avhengig av en
diett med magnesiuminnhold for & dekke behovet, men tar ogsa opp magnesium direkte fra
vannet(Bijvelds et al., 1998). Det totale magnesiuminnholdet (Mg?*) i blodplasma hos beinfisk
overskrider sjelden 2 mM. Beinfisk i ferskvann taper ved diffusjon over gjeller og
kroppsoverflaten Mg?* til vannmiljget rundt, ettersom Mg?* konsentrasjonen i ferskvann er

under 0,5 mM (Bijvelds et al., 1998). | sjgvann skiller nyrene ut overfladige ioner som er tatt
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opp i tarm, deriblant Mg?*, gjennom urin (McCormick, 2013; Redding & Schreck, 1983).
Fisken i produksjonskar (14%o) hadde gjennomsnittsverdier i plasmamagnesium under 2 mM
ved alle uttak (Figur 14). Dette viser god evne til & regulere magnesiumnivaet. Eddy &
Talbot(1985) observerte gkt urinproduksjon gjennom varen hos smoltifiserende laks, samtidig
som NKAenzymaktivitet over gjellene var gkende. Hvis man antar at gkt urinproduksjon
innebaerer effektiv utskillelse av magnesium, samsvarer dette med resultatene fram til uttak D
(Figur 14).

Det var en signifikant nedgang i plasmamagnesium mellom uttak B og C (Figur 14). | samme
periode gkte saliniteten fra 5 til 14 %o. Der er i tidligere studier observert salinitetsreseptorer
(Polyvalent cation receptor proteins; CaRs) i blant annet mukus og kloridceller pa gjeller hos
Atlantisk laks. Konsentrasjonsendringer av divalente ioner ( Ca?*, Mg?*) i blodplasma fungerer
som reguleringssignaler som oppfattes av disse salinitetsreseptorene (Nearing et al., 2002). | sa
henseende kan den gkte utskillelsen observert mellom uttak B og C indikere respons pa gkt
salinitet.

4.6 Gjelle NKA-enzymaktivitet

NKA-enzymet forekommer i hgye konsentrasjoner i salt-transporterende kloridceller hos
beinfisk. Aktiviteten av dette enzymet er ofte brukt som indikator pa smoltifisering hos
laksefisk (McCormick, 1993). Verdier over 10 umol ADP/mgprotein/time regnes som «smolt
verdier» hos Atlantisk laks(MarinHelse, 2017; McCormick, 1993), men det er malt NKA-
enzymaktivitet under 8 pmol ADP/mgprotein/time pa utvandrende smolt i vill tilstand. Fisken
ved uttak B viste verdier under dette (8,47 umol ADP/mgprotein/time), mens ved resterende
uttak var verdiene over «smoltverdier». Verdien ved uttak B er noe hgy hvis man ser det opp
mot starrelsen til fisken (gjennomsnitt 7,4 (£1,15 gram)). Tidligere malinger av NKA-
enzymaktivitet pa parr i vill tilstand i ferskvann har vist verdier under 2 pmol
ADP/mgprotein/time (Kristensen., upubl.data), mens starrelsesmessig smoltifiseringsterskel er
tidligere oppgitt a veere 20 gram(Stefansson et al., 2005) og 12-13 cm(McCormick, 2013).
Enzymaktiviteten ligger altsa neert opptil det som anslas som smoltifisert Atlantisk laks, men
med en lengde og vekt som er langt mindre enn det som er oppgitt som starrelsesmessig
smoltifiseringsterskel. Det vil derfor veere noe betenkelig om fisken er smoltifisert ved et sa
tidlig tidspunkt. Det har blitt spekulert i om de intense oppdrettsbetingelsene fisken gar under,

med hgy temperatur og kontinuerlig lys gjer at fisken utvikler en form for spontan
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sjgvannstoleranse (Tom Ole Nilsen., Uni Research, E-post 12.02.18). Ettersom
sjevannstoleranse bare er en av egenskapene som utvikles under smoltifisering, bgr man veere
sveert forsiktig med a kalle det en smolt. At fisken dgde i sjgvannstest i uttak B, avkrefter teorien

om at fisken pa dette tidspunktet hadde utviklet en spontan sjgvannstoleranse.

Pa vill smolt i norske elver er det ved enkelte tilfeller observert NKA-enzymaktivitetsverdier
over 15 umol ADP/mgprotein/time (Kristensen., upubl.data). Dette var migrerende smolt pa
veg til havet, altsa fisk som hadde gjennomgatt et naturlig smoltifseringslgp. Verdiene fra
uttakene C, D og E er alle over 15 ADP/mgprotein/time, noe som indikerer smoltifisert fisk
sammenliknet med verdiene fra smolt i vill tilstand. Stefansson et al.(2012) observerte NKA-
enzymaktivitetsverdier over 20 ADP/mgprotein/time hos vill smolt etter de var ankommet
sjgvann. | uttak E har fisken verdier over 20 ADP/mgprotein/time, noe som indikerer
smoltifisert Atlantisk laks. Disse var ogsa over stgrrelsesmessig smoltifiseringsterskel. Dette
samsvarer med Stefanssons et al (2012) resultater, men star i kontrast til de hgye ioneverdiene
fra sjgvannstesten ved samme uttak. Disse indikerte at fisken hadde osmoregulatoriske
problemer (Figur 21, 22, 23).

(Stefansson et al., 2007) undersgkte effekten av kontinuerlig lys pa smoltifisering hos Atlantisk
laks. Det ble observerte lave verdier av gjelle NKA-enzymaktivitet gjennom varen fra februar
til juni for gruppen utsatt for kontinuerlig lys. Hayeste verdi var 12 ADP/mgprotein/time malt
i mai, mens verdien var tilbake pa parrniva i juni. Dette star i kontrast til verdiene for uttakene
C (28. april), D(20.juni) og E (18. juli) som alle var over 15 ADP/mgprotein/time. Ut i fra dette
ser det ikke ut som kontinuerlig lys hemmer NKA-enzymaktivitet, mens (Stefansson et al.,
2007) konkluderte med at kontinuerlig lys hemmet ngkkelelementer i smoltifiseringsprosessen
som eksempelvis NKA-enzymaktivitet. En viktig forskjell som ma papekes er at fisken i
Stefansson et al.(2007) sin undersgkelse gikk pa ferskvann, mens fisken i denne undersgkelsen
har blitt eksponert for gradvis salinitetsgkning opp til 14 %o. Nar man da sammenlikner
resultatene kan det vise at det er salinitetsgkningen som stimulerer til gkt NKA-enzymaktivitet

fra april til juli.

At kontinuerlig lysregime hemmer normal smoltutvikling er observert i flere studier, hvor det
blant annet har vist seg som reduksjon eller fraveer av gkning i gjelle NKA-enzymaktivitet
(Berge et al., 1995; Bjornsson et al., 1995; Handeland & Stefansson, 2001). Metoden med a
male NKA-enzymaktivitet gir et bilde av saltutskillelsen over gjeller pa det gitte tidspunktet.

NKA-enzymaktivitet gir ikke et komplett bilde av rollen til dette enzymet ved
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sjsvannsoverfgring (Richards et al., 2003). Derfor bgr man vere forsiktig med a sette

smoltstatus pa fisken kun pa bakgrunn av dette resultatet.

Gjellematerialet for NKA-enzymaktivitetsanalysen ble lagret pa -80 °Cfryser i mer enn 3
maneder. Frysing over tid kan fare til denaturering av proteiner (Arakawa et al., 2001). Det er
pavist reduksjon i enzymaktivitet etter 6 uker ved -20°C frysing (Tamiya et al., 1985). | sa
henseende skulle man anta at enzymaktiviteten ikke var redusert da det ble lagret pa -80 °C. Da
lagringstiden var lang er det mulig at verdiene resultatet viser er lavere enn hva som var
realiteten ved uttakstidspunktet. Dette er observert hos karpefisk hvor ATPase aktiviteten i

muskelmyosinfilamenter var redusert etter 16 dager pa -20 °C fryser (Akahane et al., 1981).

4.7 Gjelle NKA mRna-utrykk

NKA-enzymet bestdr av underenhetene NKAo, NKAB og NKAy. NKAy er ikke funnet i
beinfisk. NKAR spiller en rolle i forankring av enzymet i cellemembraner. NKAa har flere
isoformer, blant annet NKAala og NKAalb som er representert pa gjellene til atlantisk laks.
NKAala har vist seg a veere mest utbredt nar fisken er i ferskvann, mens NKAalb dominerer i
sjgvann. (McCormick, 2013; Nilsen et al., 2007). Under utviklingen av sjgvannstoleranse hos
smolt ses ofte en 10 folds gkning i mengden NKAolb (McCormick, 2013). Dette er ogsa sett
hos Atlantisk laks i kar-eksperiment hvor relativt gjelle mMRNA-utrykk av NKAola avtar, mens
det gker for NKAalb (Nilsen et al., 2007). Hos vill Atlantisk laks i Leerdalselva er det pavist

det samme (Kristensen., upubl.data).

Fisken ved uttak B hadde en snittvekt og lengde pa 7,4 gram (+1,15) og 8,7 cm. Dette er en
starrelse hvor man kan anta at fisken er pa parr-stadiet. Ser man pa relativ endring i gjelle
MRNA-utrykk for NKAalb ved dette uttaket viser det en 1,96 folds gkning i forhold til uttak
A (Figur 16). Dette samsvarer med resultater fra andre undersgkelser, hvor man ogsa har
observert relativ gkning fram til april hos ung Atlantisk laks (Nilsen et al., 2007; Stefansson et
al., 2007).

Ved uttak C var relativt mRNA-utrykket for NKAalb 2,85. Dette var signifikant hgyere enn
uttak B. (Nilsen et al., 2007) observerte ogsa en ytterligere relativ gkning fram til Mai, bare i
starre grad enn det som ble observert ved uttak C. Dette var Atlantisk laks med en

gjennomsnittsvekt over 35 gram, mens fisken ved uttak C veide gjennomsnittlig 16,7 gram.
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Dette viser at mRNA-utrykket for NKAalb har gkt tidlig i fisken i forhold til det Nilsen et
al.,(2007) observerte.

Ser man pa relativ endring i NKAala viser den en 2,3 folds reduksjon ved uttak B, og en 13
folds reduksjon ved uttak C. Det er hevdet at man ofte ser en 10 folds relativ reduksjon i
NKAala mRNA-utrykk ved smoltifisering (Kjetil Korsnes, BioVivo Technologies AS
pers.com 13.04.18). I sa fall kan resultatet indikere at fisken smoltifiserer mellom uttak B og
C. Her gker ogsd NKAalb signifikant, men ikke 10 fold slik det er hevdet under utvikling av

sjgvannstoleranse (McCormick, 2013).

| undersgkelsen til Nilsen et al., (2007) gikk fisken pa 8 °C, mens fisken ved uttak B, C og D i
denne undersgkelsen gikk pa 14 °C. Dette er en vesentlig temperaturforskijell, og det er hevdet
at gkt temperatur gker hastigheten pa responsen fra fotoperioden(McCormick, 2013; Staurnes
et al., 1992). Nar i tillegg fisken gikk pa kontinuerlig lys i hele produksjonssyklusen, kan det
veere sannsynlig at reduksjon i NKAala fram til uttak C er en respons framskyndet av hgy

temperatur.

(Stefansson et al., 2007) observerte ingen relativ endring i mRNA-utrykksverdier for gjelle
NKAala og gjelle NKAalb hos ung Atlantisk laks utsatt for kontinuerlig lys (LL). Dette var i
perioden februar til mai. Konklusjonen var at kontinuerlig lys hindret en komplett
smoltifisering. Fisken ved uttak C hadde en gjennomsnittslengde og vekt pa 11,1 cm og 16,7
(= 2,6) gram. Fisken var mindre enn kontrollgruppen til (Stefansson et al., 2007), som hadde
gjennomsnittstarrelser fra 14 til 17,1 cm. Disse ble eksponert for simulert naturlig fotoperiode
(SNL). Kontrollgruppen viste den forventede nedreguleringen i NKAala og oppreguleringen
av NKAalb mRNA-utrykk, det samme som ble observert mellom uttak B og C i var
undersgkelse. Sett opp mot LL-gruppen til (Stefansson et al., 2007) samsvarer ikke resultatene
fram til uttak C med disse. Ser man resultatene opp mot SNL-gruppen, viser de at det
smoltifiseringsrelaterte splittet i mMRNA-utrykk mellom NKAala og NKAalb kommer pa et

starrelsesmessig tidligere tidspunkt (Figur 17) enn det (Stefansson et al., 2007) observerte.

(Richards et al., 2003) eksponerte regnbuegrret for to ulike saliniteter (40% og 80% sjgvann)
og undersgkte genutrykket av NKAola og NKAalb opptil 15 dager etter. 40 % sjegvann
tilsvarer en salinitet pa ca. 14%eo, altsd den samme saliniteten fisken 1 uttak C , D og E gikk pa.
(Richards et al., 2003) observerte en nedregulering i relativi mRNA-utrykk for NKAala etter
overfgring til 40 % sjg, som stabiliserte seg pa et lavt niva i perioden etter. | perioden mellom

uttak A og C 1 vér undersegkelse ble saliniteten 1 produksjonskarene gkt fra 0%o til 14 %o0. Om
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den gkte differansen i relativt mRNA-utrykk mellom NKAola og NKAalb fram til uttak C
(Figur 16,17)er en respons pa gkt salinitet kan veere en mulighet, i sa fall vil det samsvare med
reduksjonen (Richards et al., 2003) observerte.

Relativt mMRNA-utrykk av NKAaola var signifikant hgyere ved uttak D enn uttak C. En analyse
av gjelle NKAol mRNA genutrykk brukes ofte til a predikere en eventuell framtidig
sjsvannstoleranse. Hvis man skal tolke verdiene for NKA ala pa uttak D, viser de kun 2,95
folds reduksjon i mRNA-utrykk i forhold til A uttaket. Dette er en lav reduksjon i forhold til
det som normalt observeres for smolt i juni (Kristensen upubl.data)(Nilsen et al., 2007), altsa
ingen god indikasjon pa framtidig sjgvannstoleranse. Det er tenkelig at man ser tendensene til
en pagaende desmoltifisering, slik som (Soivio et al., 1988) observerte pa Atlantisk laks. |
undersgkelsen til Soivio et al.,(1988) sto fisken i brakkvann med hgy temperatur, hvor den
smoltifiserte 2-4 maneder fgr normalt sjgutsett-tidspunkt. Pa tross av en salinitet pa 5-6 %o,
desmoltifiserte fisken rundt tidspunkt for sjoutsett, vist gjennom blant annet NKA-
enzymaktivitetsanalyse. Hgy vanntemperatur og brakkvann er faktorer som ogsa var i var
undersgkelse. | sa henseende er desmoltifisering sannsynlig. NKA-enzymaktivitet for uttakene

B-E svekker likevel en slik teori.

Ved siste prgveuttak i juli viser relativt mRNA-utrykk for NKAala en 11,87 folds reduksjon,
samt at NKAalb holder seg stabilt. Dette samsvarer med tidligere undersgkelser hvor NKAalb
har hgyere relativt mRNA-utrykk enn NKAola for smolt ved slutten pa varen(Nilsen et al.,
2007; Stefansson et al., 2012; Stefansson et al., 2007).

Under 40 % av variasjonen i proteinmengde kan bli forklart av variasjon i tilvarende mMRNA
(Christensen et al., 2018). | sa henseende kan man ikke direkte avgjgre mengden protein som
produseres ut fra mRNA nivaer. Den betydelige reduksjonen i relativt gjelle NKAala mRNA
utrykk observert ved uttak C og E (13 fold og 11,9 fold), behgver derfor ikke representere en
tilsvarende reduksjon i proteinniva. Eller gkningen i NKAalb mRNA-utrykk representerer

ngdvendigvis ikke samme gkning i proteiniva.

(Christensen et al., 2018) observerte svak oppregulering av gjelle NKAalb mRNA-utrykk
gjennom smoltifisering hos Atlantisk laks (1,5 fold). Dette samsvarer med den svake
oppreguleringen som ble observert i var undersgkelse. (Christensen et al., 2018) malte samtidig
proteinnivaet av NKAalb pa gjeller, og sa at denne hadde en 30 folds gkning gjennom samme
periode. NKAalb proteinniva ble ikke malt i var undersgkelse, men en gkning vill vere rimelig

a anta ut fra det (Christensen et al., 2018) observerte. NKA-enzymaktivitet viste like nivaer og
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utvikling som i var undersgkelse, noe som ogsa forsterker antakelsen om at proteinnivaet har
hatt en markant gkning. (Christensen et al., 2018) sine resultater kan derfor veere med a forklare
hvorfor vi i var undersgkelse ser en svak relativ gkning i gjelle NKAalb mRNA utrykk men pa

samme tidspunkt, og i uttakene i etterkant, hay NKA-enzymaktivitet.

Pa markedet er det flere fiskehelseselskap som bruker gjelle NKAa mRNA-utrykksverdier som
grunnlag for & avgjere om laksen har smoltifisert. Enkelte bruker da differansen mellom
genutrykket av NKAola og NKAalb som indikasjon pa fremtidig sjgvannstoleranse (Kjetil
Korsnes, BioVivo Technologies AS, pers.com. 30.10.17). Dette forutsetter at NKAalb
utrykkes i stgrre grad enn NKAala, noe som er tilfelle ved uttak E. Den hgye dadeligheten i
sjevannstesten ved samme uttak er derfor noe overraskende. Uttak D viste lav differanse
mellom NKAala og NKAalb mRNA-utrykk. Det kan tenkes at det er virkningene av dette
man ser i siste sjgvannstest, da NKA mRNA-utrykk kan si noe om framtidig sjgvannstoleranse.
Den bakenforliggende arsaken til dette kan ha veert utbruddet av Laksepox (Salmonid gill
poxvirus) i fiskegruppen mellom uttak C og D.

Resultatene for mRNA-utrykk indikerer at disse kan brukes som et prediktivt verktay opp mot
en smoltfiseringsprosess, men dette ber gjares ved flere uttakstidspunkter samt i kombinasjon

med andre tester.

4.8 Morfologiske smolt-karakterer

En morfologisk fult utviklet smolt har blanke sider, mark rygg, hvit buk og marke finner.
Parrmerkene er borte og kroppsfasongen er slankere enn hos parr (Hoar, 1988; McCormick,
2013).

Ved uttak A ble det observert 3 ulike utseendemessige versjoner. Dette var brun med
parrmerker, blank med parrmerker og blank uten parrmerker. Antallet av disse ble registrert
ved de senere uttakene. Ved uttak A var ca. 70 prosent av fisken i kategoriene brun med
parrmerker eller blank med parrmerker (Figur 18). Tar man utgangspunkt i PharmagAnalytic's
smoltindeks ville ikke dette kvalifisert til smolt-status. Dette gjenspeiler seg i hva som ble

observert i sjgvannstesten i uttak A, hvor dgdeligheten var hgy allerede tidlig i testen.

31 % av fisken ved uttak A var blank uten parrmerker. Dette var fisk med en gjennomsnittsvekt
pa 2,7 gram, altsa liten av starrelse til & ha utviklet morfologiske smolt-karakterer i forhold til

hva som normalt observeres (Finstad & lversen, 1995; Hoar, 1988; Stefansson et al., 2007).
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(Stefansson et al., 2007) observerte ufullstendig utvikling av morfologiske smolt-karakterer hos
atlantisk laks utsatt for kontinuerlig lys, i forhold til fisk som fulgte en naturlig fotoperiode.
Fisken mistet ikke parrmerker og hadde bare delvis sglvfarging. Dette star i kontrast til hva som

ble observert pa fisken i uttak E, hvor fullt utviklet smoltdrakt var a se pa 100 % av fisken.

Noe som er interessant & bemerke seg, er at kun 6 prosent av fisken produsjonskar pa uttak B
var brun med parrmerker (Figur 18). 46 prosent var registrert som blank uten parrmerker, altsa
et utseende som skulle tilsi smoltifisert fisk (McCormick, 2013). Dette star i kontrast til

resultatet i sjgvannstesten samt verdiene for NKA enzymaktivitet.

Ved uttak E var alle fiskene blank uten parrmerker (Figur 18, 20), samtidig som NKA-
enzymaktivitet (20, 38 pumol ADP/mgprotein/time) var over «smolt-verdi» pa 10 pmol
ADP/mgprotein/time (Figur 15). | den sammenheng ville det veert naturlig a forvente fisk som
taklet 24 timer i sjgvann, men resultatet viste en dgdelighet pa 17 % i sjgvannstesten. Dette
viser at vurdering av smoltifiseringsgrad ber basere seg pa flere ulike fysiologiske parameter,

ikke bare morfologi.

4.9 Sjgvannstester

4.9.1 Plasmaklorid

24 timers 35 %o sjovannstest er best egnet til a avgjore forskjeller i kort-tids sjgvannstoleranse
(Blackburn, 1987). Dette ber tas med i vurdering av utsettstidspunkt til sjg, da fisken skal
kontinuerlig oppholde seg i dette vannmiljget uten a lide. Hayere saliniteter eller gkt varighet
kan gi et mer utfyllende bilde av sjgvannstoleranse til fiskegruppen. Et eksempel er 96 timer i
vann med hgyere salinitet enn sjgvann (Staurnes et al., 2001)

| sjgvannstest var temperaturen 8 °C ved alle tester, mens i kar var den 14 °C utenom siste uttak
hvor den var 12,6 °C. Fisken ble dermed eksponert for gkt salinitet og redusert temperatur i
kombinasjon. Handeland et al.(2000) paviste liten grad av osmoregulatorisk forstyrrelser ved
24 timer sjegvannseksponering med temperatur pa 9,1 °C. Dette var fisk akklimert til 9,1 °C
ferskvann, noe ulikt vanntemperaturen i produksjonskar i denne undersgkelsen. Dette indikerer
uansett at 8 °C vanntemperatur i sjgvannstest er en temperatur som ikke skulle skape store

osmoregulatoriske problemer for fisken.

Laksefisk i ferskvann har kloridverdier i blodplasma pa 115-135 mM, mens i sjgvann er

normale verdier 130-150 mM (Heggberget et al., 1992). | ferskvann er kloridnivaet i
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fiskeplasma pavirket av CO2 konsentrasjonen i vannmiljget, da bikarbonat fra fisken byttes mot
klorid fra vannet over gjellene (Staurnes et al., 1998). Se utdypende forklaring i avsnitt 4.3.Et
avvik pa 20-30 prosent fra disse verdiene vil vare en alvorlig forstyrrelse av fiskens ionebalanse
(Heggberget et al., 1992). Eksempelvis vil en smolt med 140 mM plasmaklorid i sjgvann fa
store problemer hvis plasmakloridniva passerer 168, altsa en gkning pa 20 %. 20-30% endring
er klassifisert som en alvorlig forstyrrelse, det er derfor rimelig & anta at mindre endringer enn
dette ogsa kan representere et problem for fisken. En fullstendig smoltifisert laks klarer a
regulere kloridnivaet til tilnaermet normale nivaer i lgpet av 24 timers eksponeringstid i sjgvann
(33%o), noe en ufullstendig smoltifisert laks vil ha problemer med (Heggberget et al., 1992).
Ved sjgvannstest i uttak B dede flere individer, noe som er et dpenbart signal pa manglende

sjevannstoleranse.

Ved alle uttak steg kloridverdien signifikant fra kar til sjgvannstest (Figur 21). Ifglge Rosten
og Fjellheim (2010) skal en god smolt ha en stigning pa 5-10 mM klorid i blodplasma etter en
24 timers sjgvannstest. | alle tilfellene gkte kloridverdiene mer enn dette. Ved uttak E var
gkningen pa hele 51 mM. Ved alle sjgvannstestene var temperaturen (8 °C) lavere enn den var
i produksjonskarene (14/12,6 °C). Hvorvidt denne temperaturendringen hadde en innvirkning
pa evnen til skille ut ioner er vanskelig & si. (Staurnes et al., 2001) observerte at smolt
akklimatisert til 8 ° C i ferskvann regulerte plasma CI- ned til normale verdier ved
sjgvannseksponering med temperaturer fra 5 — 14 °C. Dette var smolt i sterrelsen 34-89 gram,
som er noe likt stgrrelsesintervallet pa fisken i uttakene C-E (gjennomsnitt 16,3-79 gram). Skal
man legge disse resultatene til grunn er det lite tenkelig at temperaturendringen hadde en effekt

pa ionereguleringen i sjgvannstesten.

Vis man ser pa relativ stigning i plasmaklorid mellom produksjonskar og sjevannstest, hadde
uttak D lavest verdi med 18 prosent, mens uttak C hadde 19 prosent og uttak E 42 prosent. Ser
man pa gjelle NKA-enzymaktivitet for fisken fra produksjonskar ved samme uttakstidspunkt
(Figur 15), er denne over 10 pmol ADP/mgprotein/time ved disse tre uttakene.
Enzymaktiviteten over gjellene tilsier en effektiv utskillelse av kloridioner, mens differansen i
plasmakloridinnhold mellom fisk fra produksjonskar og sjgvannstest star i kontrast til dette.
Dette gjelder spesielt uttak E, og kan antyde andre arsaker til redusert sjgvannstoleranse.

Ved endt sjgvannstest i uttak E var 8 av 45 fisk tydelig redusert, en tilstand hvor de 1a med
buken i opp og viste liten respons pa bergring. En videre eksponering for sjgvann ville utvilsomt

for til ded. Disse 8 representerte en dadelighet pd 17%. Den gjennomsnittlige
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plasmakloridverdien var hgy (171 mM) med hgyt standardavvik (32,6 mM) (Figur 21). Det ble
tatt blodprever fra alle de reduserte fiskene, hvor gjennomsnittlig plasmakloridinnhold var
230,7mM, mens gjennomsnittet for ikke redusert fisk var 157,3 mM. Det er apenbart at fisk
som sliter i sa hgy grad i sjgvann vil ha hgyere andel ioner i blodet enn frisk fisk, da all
osmoregulering har stoppet. Disse vil derfor trekke opp gjennomsnittet og standardavvik for
hele gruppen. Dette kan veaere med pa & svekke representativiteten til det totale gjennomsnittet
pa 171 mM. Pa en annen side indikerer dagdeligheten pa 17 % at fiskengruppen sliter i
sjgvannstesten. Magnesiumverdier (figur 23) og osmolalitetsverdier (figur 24) fra samme fisk
er ogsa haye, noe som antyder darlig sjgvannstoleranse. Sigholt et al., (1998) observerte hgye
plasmakloridverdier samt hgy dedelighet hos smolt i juni etter 24 timers sjgvannstest . Dette
var 1 +smolt med gjennomsnittsvekt >100 g, utsatt for kontinuerlig lys og vanntemperatur pa
13,7 °C. Dette samsvarer med resultatet fra uttak E i dette forsgket, sett bort fra at fisken i dette
forsoket oppholdt seg pa 14 %o mens fisken i Sighold et al., (1998) undersgkelse sto pa
ferskvann for sjovannstest. Ettersom fisken i produksjonskar ved uttak E sto pa 14 %o, skulle
man forventet en bedre toleranse ovenfor gkning i salinitet, og dermed en bedre hypo-
osmoregulerende evne enn hva ionesammensetningen i blodet viste (figur 21,22,23).

Perioden hvor smolten innehar de fysiologiske egenskapene for & klare seg i sjgvann, kalles
smoltvindu. Hvis fisken ikke eksponeres for sjgvann innenfor denne perioden, kan den
desmoltifisere og dermed miste smoltegenskaper som sjgvannstoleranse og morfologiske
trekk(McCormick, 2013). Eksempelvis kan dette observeres som forhgyede verdier av
plasmaioner (Handeland et al., 2013a; Stefansson et al., 2008). Dgdeligheten og de hgye
verdiene av plasmaklorid ved sjgvannstest i uttak E kan indikere en pagaende
desmoltifiseringsprosess.(McCormick, 2013) oppgir 12-13 cm lengde som en stgrrelsesmessig
smoltifiseringsterskel. Etter denne stgrrelsen kommer de smoltifiseringsrelaterte endringene
som respons pa den gkte fotoperioden. Ved uttak E var fiskens gjennomsnittslengde 18,8cm,
altsa lengre enn den oppgitte terskelen. I tillegg hadde NKA enzymaktivitet vert hgy ved de to
foregaende uttak, og en nedgang i denne verdien ville veere naturlig & forvente pa slutten av
studiet, ut ifra hva (Handeland et al., 2013a) observerte hos 1+ smolt holdt pa kontinuerlig lys
og 13 °C.

Den hgye enzymaktiviteten (> 10 pmol ADP/mg protein/time) ved uttak E, samt de
morfologiske trekkene som tilsier smolt (figur 18), sar tvil om en pagaende desmoltifisering
som drsak til de hoye verdiene av plasmaklorid. I tillegg var saliniteten i produksjonskar 14 %o,

noe som hevdes a hindre desmoltifisering da denne saliniteten skal veere tilstrekkelig til at fisken
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beholder smoltegenskaper (Svante Brun, pers.com 13.03.17). (Mortensen & Damsgard,
1998)observerte desmoltifisering hos postsmolt holdt pa saliniteter <10 %o, og anbefalte <15
%o for & hindre dette. En osmolalitet pa 320 mOsm svarer til osmolaliteten til 11 %o brakkvann.
En laksefisk er altsa tilnaermet isoosmotisk (osmolalitet i fisken lik osmolalitet i omgivelsene)
ved 11 %o saltinnhold i vannet. Dette gjor at fisken ma regulere internt ioneniva ved 14 %o, ikke
i den grad som i full sjg, men fortsatt nok til at vannmiljget rundt oppfattes som sjgvann. |
tillegg aktiveres drikkereflekser for & kompensere for vanntapet pafert ved diffusjon (Beeuf &
Payan, 2001). Dermed unngas de fysiologiske desmoltifiseringsprosessene. Dette er en teori,
og de fysiologiske prosessene bak hvorfor brakkvann hindrer desmoltifisering er lite
dokumentert. En annen gevinst ved a bruke brakkvann og ikke sjgvann, er at fisken bruker

mindre energi pa osmoregulering og dermed har mer til overs til vekst (Beeuf & Payan, 2001).

4.9.2 Plasmaosmolalitet

| sjgvannstester for de tre siste uttakene steg osmolalitetsverdien signifikant ved alle uttakene
(Figur 22). Resultater fra andre undersgkelser har vist en topp i osmolalitet mellom 24 og 48
timer etter sjgvannseksponering (McCormick, 2013). | dette tilfellet ble plasmaosmolalitet malt
24 timer etter sjgvannseksponering. Hvis man forventer en topp i osmolalitet mellom 24 og 48
timer etter sjgvannseksponering, vil osmolaliteten stabilisere seg pa nivaet som ble malt eller
gke ytterligere om fisken ble holdt lenger pa sjgvann. En ytterligere gkning ville mest
sannsynlig fert til problemer for fisken, da fisken allerede hadde hgye osmolalitetsverdier ved
sjgvannstestene (360-441 mOsm). Dette var verdier hgyere enn hva som er oppgitt som normalt
(Heggberget et al., 1992).

Resultatet fra sjgvannstest uttak E viser en gjennomsnittlig osmolalitet pa 441 mOsm. Her var
det ogsa stor spredning med et standardavvik pa 70 mOsm. Her var det ogsa en dgdelighet pa
17 % (N=45). McCormick & Saunders(1987) rapporterte at beinfisk opprettholder
osmolaliteten imellom 290 og 340 mOsm uavhengig av saliniteten i omgivelsene. Lengre
perioder med verdier utenom dette ville fore til dgd. Dette samsvarer med dedeligheten
observert i sjgvannstest uttak E. Arsaken til denne dérlige sjevannstoleransen kan veere
sammensatt, og det kan vere en respons pa utbruddet av Laksepox (Salmonid gill poxvirus) i
fiskegruppen som vises. Viruset angriper gjellene, gir respirasjonsbesveer og falgelig redusert

evne til ioneutveksling (Hjeltnes et al., 2017).

Ved de to andre sjgvannstestene (uttak C og D), var gjennomsnittet henholdsvis 362 og 360

mOsm. Dette er ikke mye over det som anses som normalt. Standaravviket var 17 og 18 mOsm,
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noe som tilsier at mange av fiskene var innenfor normalverdier. Med bakgrunn i dette kan man

anta de fleste fiskene i disse to sjgvannstestene regulerte vann og saltbalansen tilfredstillende.

Arnesen et al., (1998) observerte gkning fra 320 mOsm til 331 mOsm for smolt overfort fra 6
° C ferskvann til 6 ° C sjgvann. | dette tilfellet var osmolalitetsverdiene malt hos fisken 10 dager
etter overfaring til sjgvann, mens osmolalitetsverdiene i sjgvann for uttak C, D og E i min
undersgkelse er malt etter 24 timer. En topp i plasmaosmolalitet observeres ofte 24-48 timer
etter sjgvannseksponering (McCormick, 2013). Det er derfor rimelig & anta at fisken til Arnesen
et al., 1998 hadde stabiliserte osmolalitetsverdier, mens fisken fra uttak C, D og E i min
undersgkelse ikke hadde det. Fisken til (Arnesen et al., 1998) var utsatt for fotoperiode med
vintersignal og viste god sjgvannstoleranse etter ytterligere 20 dager i sjg. Dette star i kontrast
til fisken i mitt forsgk som var utsatt for kontinuerlig lysregime samt viste darlig

sjgvannstoleranse i juli (uttak E).

4.9.3 Plasmamagnesium

Mellom uttak D og E steg magnesiumverdiene for fisken i produksjonskar signifikant. Dette
samsvarte med signifikant gkning til sjgvannstesten for samme uttak. Fisken i sjgvannstest i
uttak E hadde en gjennomsnittlig magnesiumverdi i blodplasma pa 4 mM. Dette er det dobbelte
av hva som normalt observeres hos beinfisk (Bijvelds et al., 1998). Tidligere undersgkelser har
pekt pa stress (ved hgy fisketetthet) som arsak til redusert evne til & regulere magnesium
(Iversen, 2013). Det er betenkelig at stress skulle veere sa utslagsgivende kun ved dette uttaket,
ettersom sjgvannstestene ble utfert pa samme mate ved tidligere uttak. En annen mulighet er
respirasjonsproblemer knyttet til utbruddet av Laksepox, og at fisken dermed hadde problemer
med & regulere ionenivaet som falge av dette. | sjgvann er konsentrasjonen av magnesium 50-
100 starre enn i fiskeplasma (Redding & Schreck, 1983). Sma endringer i gjellepermeabilitet
kan derfor gi store utslag i konsentrasjonen av plasmamagnesium. Uansett arsak til de gkte
magnesiumverdiene ved siste uttak, indikerer verdiene at fisken har problemer med a regulere

innholdet av magnesium i blodplasma og dermed har redusert evne til a takle sjgvann.

4.10 Domestiseringseffekt

Mowi og Aquagen er de mest brukte stammene til oppdrett av Atlantisk laks i Norge. Begge
har blitt brukt i kommersielt oppdrett av Atlantisk laks i Norge siden starten av 70-tallet. Fisken

har blitt avlet pa rask vekst, sen kjgnnsmodning, filét-kvalitet og sykdomsresistens (Gjedrem et
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al., 1991). Hvordan denne malrettede avlsprosessen har pavirket smoltifiseringsprosessen og

evnen til & utvikle sjgvannstoleranse er det gjort fa undersgkelser pa (Strand et al., 2007).

Det er dokumentert at atlantisk laks av oppdretts-stamme vokser raskere enn vill atlantisk laks
(Fleming et al., 2002). GH (Veksthormon) nivaer var hgyere i oppdrettslaks enn i villaks. GH
spiller en viktig rolle for utvikling av sjgvannstoleranse og stimulerer til lengdevekst under
smoltifisering (Stefansson et al., 2008). Ved raskere vekst vil den starrelsesmessige
smoltfiseringsterskelen rekkes pa et tidligere tidspunk, noe som i seg selv kan anses som en
domestiseringseffekt. Hvorvidt oppdrettet Atlantisk laks smoltifiserer ved mindre starrelse enn
tidligere, er vanskelig a si. (Strand et al., 2007) observerte 1 maned tidligere smoltifisering hos
Atlantisk laks fra oppdrettsstamme (Aquagen) sammenliknet med vill-stamme av Atlantisk laks
(Namsen). Disse to gruppene ble eksponert for samme temperatur og fotoperiode, derfor ble
det antatt at forskjellen i smoltifiseringtidspunkt matte veere genetisk betinget da
miljgforholdene var like. Selv om oppdrettslaksen smoltifiserte ved lavere alder, hadde den
hagyere snittvekt ved smoltifiseringstidspunkt.

4.11 Dadelighet etter sjoutsett

Gjennomsnittlig akkumulert dedelighet for hele smoltgruppen etter 30 og 90 dager i sjg var
henholdsvis 1,62 % og 2,09 % (Tabell 4). Det har vert et generelt problem med hgye
dadeligheter i farste sjgperiode i norsk lakseoppdrett (Kristensen et al., 2012). De siste 10 arene
har dedeligheten gatt fra & veere hgyest i farste periode etter utsett til perioden fer slakting. Dette
kan ses i sammenheng med gkende grad av handtering mot slutten av produksjonssyklusen,
som for eksempel lusebehandlinger (Svasand et al., 2017). I sa fall kan man forvente at
dadeligheten gker fram mot slakt for fiskegruppen i denne undersgkselsen. 1 2015 ble det
registrert akkumulert dgdelighet med en median rundt 3 % for de 5 siste manedene for slakt,

samme tall for de 5 farste manedene etter sjgutsett var like under 2% (Svasand et al., 2017).

For oppdrettslaks i norge i 2010 og 2011 var gjennomsnittlig dadelighet de farste 3 maneder av
sjofasen 5,1 % (Bleie & Skrudland, 2014). | forhold til dette var dedeligheten lav for
fiskegruppen i denne undersgkelsen, med en gjennomsnittlig dgdelighet pa 2,09% 90 dager
etter sjgutsett (Tabell 4). Dette er likt Aunsmo et al., (2008) sine kumulative dgdelighetstall fra
2006, som var for hgstsmolt tre maneder etter sjoutsett. Kristensen et al.,(2012) samlet inn
dadelighetsstatistikk direkte fra lakseoppdrettere i perioden 1999 til 2006. Sjgsatte

smoltgrupper uten diagnostiserte sykdomstilfeller viste stor variasjon i dgdelighet 90 dager etter

62



utsett (0,2 — 44%). Medianen var 2,1 %, noe som samsvarer med gjennomsnitt for akkumulert
dedelighet etter 90 dager i denne undersgkelsen. Oppsummert er 90 dagers sjededelighet for
smoltgruppen i denne undersgkelsen noe lavere eller pa samme niva som det som er registrert

i norsk lakseoppdrett siden 1999.

«Settefiskrelatert» eller «darlig smolt» brukes ofte som arsaker pa dedelighet i perioden etter
sjoutsett(Bleie & Skrudland, 2014; Overrein et al., 2015), uten at det utdypes hva dette
innebaerer. En ufullstendig smoltifisert laks vil ha problemer med & takle overgangen til
sjgvann. Vis smolten ikke mestrer sitt miljg vil risikoen for sykdom ogsa veere hgyere
(Stefansson et al., 2005). Vanntemperatur ved sjgutsett er ogsa en viktig faktor for videre vekst
og overlevelse(Stefansson et al., 2005). Laksesmolt overfart til 2 °C sjgvann har vist gradvis
gkning i plasmaosmolalitet over tid, samt lavere overlevelse enn smolt overfert til 4 °C og 6 °C
(Arnesen et al., 1998). Smolten i var undersgkelse ble satt i sjgen i juli og august, med
sjgtemperaturer rundt 10 °C (Barentswatch, 2018), en temperatur oppgitt som idell i forhold til
smoltens fysiologiske tilpasninger ved overgang fra ferskvann til sjgvann. Dette kan veere med

pa a forklare at dedeligheten ikke var hgyere.

Hvis smoltgruppen i denne undersgkelsen var usmoltifisert ved sjgutsett, ville det veert naturlig
a forvente hgyere dgdeligheter i farste sjgfase en hva som ble rapportert inn fra sjglokalitetene.
En antakelse om at fisken har smoltifisert og har utviklet sjgvannstoleranse er derfor naturlig.
Dette star likevel i kontrast til dedeligheten observert i sjgvannstest i uttak E. Det totale antallet
smolt i gruppen som ble satt i sj@ i juli og august var 5 560 322. 45 fisk ble satt i sjgvannstest i
uttak E, og man kan stille spgrsmal ved om dette er hgyt nok til & gi et representativt bilde. Ved

having av fisk fra produksjonskar kan det tenkes at man kun har fatt med svakere individer.
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5. Konklusjoner

Hovedproblemstilling:

- Hvordan pavirker kontinuerlig lysstimuli gjennom hele produksjonsyklusen pa
settefiskanlegg (LD 24:0) smoltifiseringstrekk hos parr av atlantisk laks?

Gjelle NKA-enzymaktivitet gker signifikant mellom uttakene A(13.mars), B (6.april), og
C(28.april), for deretter a stabilisere seg pa et hgyt niva over det som normalt observeres
hos smoltifisert Atlantisk laks. Fisken var sjgvannsdyktig ved preveuttak i april og juni, vist
ved plasmaioneinnhold etter sjgvannstester. Den hadde utviklet fullstendig smolt-utseende
i juli. En del av smoltgruppen hadde morfologiske smoltkarakterer ved mindre starrelser.
Gjelle NKAala og NKAalb relativt mMRNA-utrykk viser hgy differanse i juli og april, med
hayest utrykk av NKAalb. Dette er som forventet hos sjgvannsdyktig smolt. Relativt
NKAalb mRNA-utrykk gkte imidlertid ikke til nivaer som tidligere er observert hos

smoltifisert Atlantisk laks.

Underproblemstillinger:

- Er metodene som anvendes for a dokumentere smoltifisering hos atlantisk laks i
kommersiell sammenheng tilstrekkelige til & avgjere om fisken kan settes i sjg?

Resultatene viser at det kun er sjgvannstester med pafglgende plasmaioneanalyser som gir det
riktige bilde av smoltens evne til a takle sjgvann, ettersom NKA-enzymaktivitet, NKA mRNA-
utrykk og morfologiske trekk indikerer sjgvannsdyktig, smoltifisert fisk ved uttak E pa tross av
gkt dedelighet. Dette forteller oss at testene som brukes i dag er tilstrekkelige til & avgjere om
fisken er klar til & ga i sjg, men de ber kombineres for & fa et komplett bilde av fiskens

smoltfiseringsgrad.

- Farer kontinuerlig belysning gjennom hele produksjonsyklusen til komplett

smoltifisering?

Resultatene viser at fisken har smoltifisert og er sjgvannsdyktig ved uttak C, og at denne
utviklingen har skjedd mellom uttak B og C. Fisken har da hatt en vekt mellom 7 gram og 16
gram. Hvorvidt det er kontinuerlige lysregime eller sykdom som var arsaken til hgye

plasmaioneverdier og dgdelighet i sjgvannstest uttak E, ville krevd ytterligere undersgkelser for
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a fa bekreftet. De lave dgdelighetene etter sjgutsett tyder pa at fisken talte overgangen til

sjevann og dermed har gjennomfart en komplett smoltifisering fer den ble satt i sj@.

Betraktninger rundt hypotesen: Smoltifisering pa et tidlig tidspunkt er en utilsiktet effekt av
domestisering samt produksjonsbetingelser som kontinuerlig lys (L24:MO0), hay

vanntemperatur og sjgvannsinnblanding

Man kan spgrre seg om det malrettede avlsarbeidet som er gjort pa Atlantisk laks samt den
intensive maten a produsere laksesmolt pa har fert til en fisk som i mindre grad er avhengig av
lysstimuli for & smoltifisere. Det kan ogsa spekuleres i om dette initierer smoltifisering pa et
tidligere tidspunkt enn det som har vart vanlig, noe resultatene i denne undersgkelsen antyder.
Man kan anta at resultatene ville sett annerledes ut om det kun ble brukt ferskvann i
produksjonssyklusen. Det er ogsa narliggende & tro at lavere vanntemperatur og bruk av
merkestimuli ville gitt andre resultater, bade med tanke pa vekst og smoltifiseringstidspunkt.
Arsaken til at fisken smoltifiserer pé et tidlig tidspunkt i produksjonen er trolig en kombinasjon
av malrettet avl (domestisering), sjevannsinnblanding, L24:0M lysregime og hgy

vanntemperatur.

Yiterligere undersgkelser er ngdvendig for & gke kunnskapen om hvordan kontinuerlig lys og
sjsvannsinnblanding pavirker smoltifiseringutvikling hos Atlantisk laks. Gar dette pa
bekostning av fiskens wvelferd da man i mindre grad bruker de naturlige
smoltifiseringsbetingelsene som ferskvann og mgrkestimuli kombinert med lave

vanntemperaturer?
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Vedlegg 1: Framgangsmate og innhold ved blanding av kjemikalier til Na*, K*-ATPase

enzymaktivitetsanalyse
SEI buffer:

Sukrose (250mM) Mw=342,30
Na;EDTA (10 mM) Mw=372,24
Imidazole (50mM) Mw= 68,08

g/mol

0,5 % SEID buffer
Na deoxycholate

Salt lgsning

Imidazole (50mM) Mw = 58,08
NaCl (189 mM) Mw=58,44 g/mol
MgCl;*6H.0 (10,5mM)
Mw=203,30 g/mol

KCI (42mM) Mw=74,56 g/mol

Imidazole Buffer (IB)

Imidazole (50 mM) Mw=68,08

g/mol

Phosphoenolpyruvat (PEP)

Phosphoenolpyruvat (21 mM)
Mw=233,99

Quobain (Enzymhemmer)

Quobain (10,5 mM) Mw=728,77

For 500 mL:

42,799
186¢g
1,702 g

For 20 mL:
01g

For 500 mL:

1,702 g
5,52
1,07

1,57

For 500 mL:

1,702

For 100 mL:

0,491 g

For 50 mL.:

0,383 ¢

Tilsett 450 mL DiH20. Juster pH
til 7,3 med HCl. tilsett H20 til 500
mL.Opptil 1 mnd lagring ved 4 ° C.

Tilsett 20mL SEI buffer. Opptil 1
uke lagring ved 4 ° C.

Tilsett 450 mL DiH20. Juster pH
til 7,5 med HCl tilsett H20 til 500
mL.Opptil 3 mnd lagring ved 4 ° C.

Tilsett 450 mL DiH20. Juster pH
til 7,5 med HCl tilsett H20 til 500

mL. Opptil 3 mnd lagring ved 4 °
C.

Tilsett 100 mL Imidazole Buffer,
del opp i 10 og 20 mL porsjoner.
Opptil 6 mnd lagring ved -80.

Tilsett 50 mL Imidazole Buffer,
bland med vann (60 °C) for 4 lese
opp. Opptil 3 mnd lagring ved 25
°C i mark flaske.



Assay Mixture (AM)

For 4 mikroplater

Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NADH) 10,80 mg
Adenosine Triphosphate (ATP) 26,71 mg
Pyruvat Kinase (PK) 78,20 ul
Lactic Dehydrogenase (LDH) 24,14 ul
Phosphoenolpyruvat (PEP) 9,23 ml
Imidazole Buffer (IB) Opptil 65,9 ml

Tilsett lik mengde av kjemikaliemixture i flaske merket AM og flaske merket AM-O. Tilsett
kalkulert mengde IB til flaske merket med AM. Tilsett samme mengde quobain (0,5 mM) til
flaske merket AM-O. Kan lagres pa kjaler i 2-3 dager ved 4 °C.

Vedleqg 2:
Tabell for gjennomsnittsverdier for alle fysiologiske parameter malt pa fisken ved alle uttak.

Uttak Relativt Relativt Index Plasma Plasma Plasma NKA K-
nr. NKAalb NKAdola magnesium osmolalitet klorid Enzymaktivitet faktor

mMRNA-  mRNA-
utrykk utrykk

A - - 2,040 4,590 1,110
B 1,960 -2,310 8,710 1,727 304,091 104,214 8,467 1,117
C 2,850 -12,990 63,060 1,256 327,897 103,878 19,255 1,192
D 1,360 -2,950 8,520 1,096 337,500 132,698 16,137 1,172
E 2,460 -11,780 52,130 1,814 339,378 120,814 20,377 1,253




