UiT
NORGES
ARKTISKE Norges Fiskerihggskole
UNIVERSITET

Betydning av varighet pa kort dags (vinter) behandling
pa parr-smolt transformasjon og vekst etter sjosetting
hos Atlantisk laks.

Borge Gellein Blikeng
Masteroppgave i Akvamedisin (60 stp)
November 2017

LUEAETLLLL G0 LILLLOT T L LA LL0ATTLE T, RERERORE KGR KT R DK STE XXX EX LA XL AT IN AN O AN T
AAALTEELATL LT LSS LEEL L 0L LLE R L VR R YL LY AT LY E YL ELN LY ALY O AN LY LN AT T AN AN A I AN I ]
LIALECTLEELA 0 PE L VBN DL LA L] REKT X RERE LKA KL LKA RARALLRLAX AN XL AL LI AN AN AN AN I
1 5 SR A A & g YAV T AN EY T a7 0 G S B /1

111111t 141iriieeieey / / Lrncninenerered / 11
THEPETERET PR E R R0 R0t i iiiedidd 0P 0PRERERERERIRRRIT 000 0iereltreieiieierninieininiyinirirntlii
C/COII/OII////III/IC/II//II//{/III IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIC!C/IC/IIIIIIII

11117 1111 / / rereieeiier? rerencnerncneneneninened
UEPETERET R R TR ER T ad e Q00000000000 000 0000000000000 000000000000tcrereennenereninnininineli
JETVETRETEETEER a0 bbb ddadd QORI 00 000000000000 000000000000 diciqiqercroneneicreneneneninena
UTPTPRERRRRER QTR aT i aaiadd RR00000000000000000000000 0000000000000 0000000nererqnnnnrennnnnenreni

/ 7 PI0ERIIRIRINININEd Lresqrcreeinerenani i 4 {

FEIPERRT00000000R000EER0EEEIET QIRIDIDINI / 11ereieq rererieerercrenerenenenenena
/ ! FOOTREREERRRQTREandd Q000000000000 0000000000000000000000000000000000000 00000000 0000itienei
Tetieeiaaeeieieeieineineinng / ! 101001017 1171 ) { 1411 { (e

/ / / 117 IR XN NRNRNY DIRPRIRIRPRIRIRIRdgiiqeaieiqrrereierenenenenena
"PARRRARRRE AT IR R RRRRRieaadid 200000000000000000000000000000000000000000000000 000000000000 0000001010101
FIRERERERERRERRRRERR0RaaRedy Q2000000000000 000001l
GETERREER R R R R R RRGaadd 20000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000011
JETRERERRRERRRRER R Rbaaaed Q02000000000000000000 0000000000000 0000000
'c,IIIIIIIIIIIIIIIII{{//{/I QRTRERQRDR00000000000000000000000000000000000000000000 0000000000000 0001014

TQRRRRR AR R RRURRRRRaby QAR 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 00000001114
QOGO RRReERRbbad oy M00000000000000000000000000000 00000000000
TRRRARRRRRRRR bR ooy RRRRRRRR000000000000000000000000000000000000000000000000000 000000000010 000 00
QRORRRabaaaababdbbdd M0 0000000000000000000000000000000000000000 00N
TQQRRRRRRRRRR R aaby QRRRRRRRAR00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 00
GRORURRNRaRRaRaabdd 2000000000000000000000000000000000000000000000000 0000000000 0000000000000

TRRRARRRRRRRR e b bl QR0 R000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 0001

qaqaaaaning
GRRRRRRERRoRRbdy QUNA00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 00
'qeaeRaaGaNang lllllllllllllllllllllllllllllll'lllllll'ﬂ,ll'

[/ [/ g
YaaaRy JQOQOUNQIRNQNANONGNONENGNONANENONGNENANGNENANGNGRGNERGRONAQANINNQAQANQLANANANONANANONANONGNG
INGaEy 00000000000 0000000000000000000R0R0RORARARARARARANARARARARANARUGARACNGANRAGNONGNINGNGNGNGNGNGNI
Yahar JQORNRAQNGNQIGNONONONONONONINONONONGNONANINANANGNGRANINERIRANGVNNINNQNANANONANANANN L L LI
IARel JOQ008Q00000000000000000000000GRENORARUNGRARANARARANARENARARANARAGARNGNANGNINGNGUSIZTIERNNNGI
Yahy dRAQAQUADOILIONOIGIGNENENONENGNGNGNENENEGNGRENINGNENANGNANGRARENINRAVGQNQNQVNNANO VSN VA TE
V'I'I l"'""""”'l""'""".l""".'l"'"""'l'l"'l"""."l"""""'l"""""

v RARAGNENGNGIOIGIGAGIGNINONENGNGNONGNONANGNGNGNGNGNINANGRINGRGRINIRGNINGVGRIQVATAGANANG. LA
17 QRARANQNQVQAVABARANANANANARIRARARANGNIRIRARAROZARONGRGRAZOGATARACAGAGAGUGAGHCACNGAGAGAGAGNGNGNGAGN,
L L R A A e L L L L L L A L LA I A L T T L A A I T I L T L I T I I L L L I L I L L L







Forord

Alle resultater i denne masteroppgaven bygger pa arbeid utfert ved Norges fiskerihegskole,
Fakultet for biovitenskap, fiskeri og ekonomi, Universitet i Tromse — Norges arktiske

universitet og Havbruksstasjonene i Karvika, i perioden januar 2017 til november 2017.

Jeg onsker 4 rette en stor takk til min hovedveileder Even Jorgensen for at du introduserte meg
for prosjektet. Ditt engasjement og faglige kompetanse har gjort dette til et meget spennende

og leringsrikt &r.

Videre vil jeg takke mine bi-veiledere Jo Espen Tau Strand og Helge K. Johnsen for deres
bidrag pé laboratoriumet og i skriveprosessen. ATPase, sjovannstoleranse og de endelige

resultatene ville aldri blitt s bra hadde det ikke vert for dere.

Kjeere medstudenter tusen takk, uten dere hadde jeg aldri kommet meg gjennom fem og et halvt

ar her pa NFH.

Til slutt har jeg lyst til & takke for meg — Thank you for me!

Borge Gellein Blikeng

Tromse, november 2017






Sammendrag

Malsetningen 1 dette forsgket var & studere effekten av ulik varighet pd vinterstimuli (kort dag)
pa smoltutvikling hos Atlantisk laks (Salmo salar L.), gjennom & kvantifisere utvikling av
sjgvannstoleranse, gjelle Na'/K'-ATPase (NKA) aktivitet og morfometri (endring i
kondisjonfaktor) under smoltifiseringen, samt vekst og forinntak i1 et pafelgende opphold i
sjovann.

Parr-smolt transformasjonen, eller smoltifisering, styres av en rekke indre og ytre faktorer. Av
miljefaktorer er det antall timer lys og merke 1 lopet av en dag, fotoperioden, som har sterst
innvirkning péd smoltifisering. Fotoperioden pavirker og igangsetter en rekke
utviklingselementer som forbereder Atlantisk laks pd overgangen fra ferskvann til sjevann. I
kommersiell produksjon av laks blir smolt produsert ved at smolitfiseringen styres gjennom en
fotoperiode-behandling. Ved & manipulere frem et kunstig varsignal kan opprettere igangsette
smoltifisereing i perioder som ikke er vanlig i naturen.

I forseket ble fire grupper med Atlantisk laks utsatt for forskjellig kort dags (vinter) behandling,
for tre av de fire gruppene ble overfort til sjgvann. Gruppene ble delt opp 1 to uker (2W), fire
uker (4W), atte uker (8W) og kontinuerlig (SPC) kort dags behandling (8 t lys (L) og 16 t merke
D; 8L:16D 7 °C). Etter kort dags behandlingen ble gruppe 2W, 4W og 8W overfort tilbake til
lang dag (24L:0D 7 °C) i atte uker for de ble overfort pa sjgvann (34 %o 7 °C). I lepet av forseket
frem til utsett i sjo ble det utfort sjgvannsteter (2x5 fisk fra hver behandlingsgruppe ble overfort
fra ferskvann til sjgvann (34 %o 7 °C) i 24 timer pé kontinuerlig lys og uten foring) med ca. to
ukers mellomrom. Etter utfert sjgvannstest ble fiken avlivet og blodprever samt lengde- og
vektmaélinger, tatt. Alle gruppene viste en god sjovannstoleranse for de ble satt pd kort dags
behandling. Denne sjovannstoleransen mistet alle gruppene kort tid etter overforing til kort dag,
men SPC utviklet pd nytt en sjgvannstoleranse etter atte uker pa kort dag. Gruppe 2W, 4W og
8W utviklet alle en god sjovannstoleranse i lope av de atte ukene etter overforing til lang dag.
Det ble ikke observert noen utvikling av gjelle NKA aktivitet for SPC og 2W gruppen, mens
4W gruppen viste en liten ekning 1 gjelle NKA aktivitet. §W gruppen var den eneste som viste
en utvikling av gjelle NKA aktivitet som tilsvarte et nivd en venter a finne i en godt smoltifisert
Atlantisk laks. Gjennom et 30 dagers langt sjgvannsopphold viste 8W gruppen en bedre tilvekst
og en lavere forfaktor enn gruppe 2W og 4W.

Dette forsgket har vist at sjgvannstoleranse alene vil vere et darlig mél pa smoltutvikling, og
at hoy gjelle NKA aktivitet 1 kombinasjon med god sjevannstoleranse vil vere en bedre
indikasjon pa om fisken er smoltifisert. Denne konklusjonen er ogsa basert pa resultatene pa
tilvekst og forutnyttelse etter overfering til sjovann. Det er etablert en hypotese om at
eksponering til kort daglengde igangsetter prosesser som forbereder fisken pé & respondere pa
okt daglengde, og at fisken er avhengig av en viss varighet pa oppholdet p kort dag for at disse
mekanismene skal utvikles fullt ut styrkes av resultatet 1 dette forseket.
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Bakgrunn

1 Bakgrunn

1.1 Anadromi hos laksefisk

Atlantisk laks (Salmo salar L.) migrerer fra ferskvann og til det marine miljo hvor den har sterre
tilgang pd nering, for den vandrer tilbake til elvene for & gyte. Denne livsstrategien kalles for
anadromi og eker muligheten for & unngé predatorer i forste del av livet. Dette har vart en
viktig faktor for laksens suksesshistorie (Gross, 1987). Lakseyngel, ogsé kalt parr, oppholder
seg i elven i 1 til 7 ar, avhengig av breddegrad (Metcalfe & Thorpe, 1990), for den starter
vandringen ned mot havet. For at den skal ha mulighet til & lykkes i1 det marine miljo er den
avhengig av 4 gé gjennom en serie fysiologiske, morfologiske og atferdsmessige endringer
(McCormick & Saunders, 1987; Hoar, 1988). Denne prosessen kalles for en parr-smolt
transformasjon, eller smoltifisering. Smoltifiseringen er et dynamisk fenomen hvor genene
utrykkes ved en gitt tid i1 fiskens livssyklus, under intern kontroll (endokrinologi) og
synkroniseres med ytre faktorer (hovedsakelig fotoperiode og temperatur) (Hoar, 1976; Hoar,
1988; McCormick, 2013).

1.2 Fysiologiske og morfologiske endringer ved smoltifisering

Parren har en kroppsvaske som er hyperosmotisk i forhold til ferskvannet i elvene, og pa grunn
av osmolalitetsforskjellen oppstar det et tap av ioner via diffusjon over hud- og gjelleepitel,
samtidig som det oppstér et overskudd av vannopptak over gjelleepitelet (Folmar & DickhofT,
1980). Denne prosessen motvirkes ved en gkning 1 sekresjonen av hypo-osmotisk urea og et
aktivt opptak av ioner fra ferskvannet. Bevaring av ioner fra for og vann foregar hovedsakelig

1 tarm og i nyrer, mens det aktive opptaket av ioner foregar i gjellene (Folmar & Dickhoff,
1980).

Den motsatte effekten opplever laksen 1 sjgvann, da befinner den seg 1 et hyperosmotisk milje.
En heyere konsentrasjon av ioner i det omkringliggende miljoet vil fore til et tap av vann over
skinn og gjeller pa grunn av osmose (Folmar & Dickhoff, 1980). Dette vanntapet kompenseres
ved at laksen drikker store mengder vann, absorbsjon av vann og salt i tarm og utskilling av
ioner via nyrene. Urea som skilles ut av laks 1 sjgvann er isosmotic (samme antall opplest stoff)
som blodplasmaet, men inneholder en overflod av divalente ioner (Edwards & Marshall, 2013).
Ved 4 drikke mye sjovann gkes ogsa mengden ioner i blodet, disse skilles ut over gjellene. For

a kunne gé fra ferskvann til sjgvann ma laksen gjennom en smoltifisering.
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Parr er avhengig av 4 oppnd en viss sterrelse, ofte omtalt som et storrelsesrelatert
smoltifiseringsvindu (12-13 cm) (McCormick et al., 2007), for at indre og ytre faktorer skal
kunne igangsette smoltifieringen (Wedemeyer et al., 1980). Av miljefaktorer er det antall timer
lys og merke i lapet av et degn, fotoperioden, som har sterst innvirkning pa smoltifiseringen.
Duston & Saunders (1995) viste at ved & oke daglengden eller ved & innfere et lysstimuli som
ikke samsvarte med arstiden var det mulig & fremskyve smoltifiseringsprosessen med flere

maneder. Dette ga en mulighet for & produsere smolt (nulléringer) pd hosten.

Atlantisk laks gyter pa hesten, eggene utvikler seg sakte gjennom vinteren for de klekker pa
véaren. Den forste perioden lever den pd plommesekken for den begynner & spise pa levende
byttedyr i april-mai. Om parren skal gjennomga en smolt-transformasjon neste var avgjeres rett
etter midsommeren (Metcalfe et al., 1986; Metcalfe et al., 1988). Fisk som ikke smotifiseres
neste var viser en lavere appetitt i perioden juli-august. Dette stagnerer fiskens vekst og
reduserer den metabolske raten helt frem til neste vér. Fisk som oppfyller krav for a
smoltifisering neste var opprettholder appetitten gjennom hele sensommeren og hesten (Thorpe
et al., 1998). Den okte daglengden pa varen stimulerer til en hormonell kaskadereaksjon fra

hypofysen (Hoar, 1988) som setter i gang smoltifiseringen.

Stimuleringen av pinealkjertelen og hypotalamus skjer via lys-hjerne aksen. Denne aksen
spiller hovedrollen for at laksen skal kunne oppfatte endringer i daglengde (Komourdjian et al.,
1976). Lys treffer retina og pinealkjertelen, som videresender informasjonen til sentrale
omréader i1 hjernen via nevroner. Her blir informasjonen prosessert og igjen videresendt til
hypofysen (Ebbesson et al., 2007). Av de viktigste hormonene som blir stimulert har vi
veksthormon og cortisol som skilles ut fra henholdsvis forlappen til hypofysen og hodenyra,
begge er sentrale for & starte utviklingen av laksens hypoosmoregulatoriske kapasitet ved a
stimulere til utvikling av sjevanns (SW)-typen kloridceller (ionocytter) i gjellene og til &
forandre osmoregulering i tarm. Dette gjor at fisken kan kompensere for osmotisk vanntap 1 det
marine miljo gjennom & drikke vann og skille monovalente ioner ut fra gjellene og divalente
ioner ut fra nyrene (McCormick, 2013). Den gkte mengden ionocytter i gjellene forer til en
oppregulering av Na'/K"™-ATPase (NKA) aktiviteten, noe som er essensielt for utskilling av
ionene over gjellene (Langdon & Thorpe, 1985; McCormick, 2013; Sundh et al., 2014).

En okt hormonell utskilling fra thyroidea (tyroksin, T4, og trijodotyronin, T3) til
sirkulasjonssystemet (Redding et al., 1984) under smoltifiseringen har blitt pavist som
nedvendig for bade den morfologiske (selvfarging) og atferdsmessige (nedstrems migrasjon)
forandringen (Bjornsson et al., 2011; McCormick, 2013). I tillegg har deiodinaser nylig blitt
2
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vist & aktivere T4 til T3 pa vevsnivd og sdledes uteve en vevs-spesifikk rolle under

smoltifiseringen (Lorgen et al., 2015).

En av de mest karakteristiske morfologiske forandringene i parr-smolt transformasjonen er
laksenes reduserte kondisjonsfaktor (vekt til lengde ratio). Denne forandringen skylles ekt basal
metabolsk rate, okt lengdevekst og en gkt forbrenning av lipidlagrene (McCormick & Saunders,
1987). Den reduserte kondisjonsfaktoren gker smoltens svemmeegenskaper og gjore smolten
bedre til & unngd predatorer ved migrasjonen ut i sjogvann (Beeman et al., 1994). De
karakteristiske parrmerkene forsvinner til fordel for merklagte finner og en selvfarget kropp.
Denne selvfargingen er et resultat av gkt deponering av purinene guanin og hypoxanthine i

skjell og hud (Johnston & Eales, 1967).
1.3 Produksjon av smolt 1 oppdrettsnaeringen

I kommersiell produksjon av laks blir smolt produsert ved at smolitfiseringen styres gjennom
en fotoperiode-behandling, der parr holdes pa et 24 timers lysregime fra de startfores og frem
til det er tre médneder igjen til de skal vaere ferdig smoltifisert. Da settes fisken pé et kort dags
(8-12 timer lys: 12-16 timer morke, varierende regimer i n&ringen) regime i 6 uker. Deretter
blir den igjen satt pa kontinuerlig lys. Det er forventet at laksen er ferdig smoltifisert etter 6
uker hvis temperaturen er tilstrekkelig hay. Det er ansett som negdvendig a ha et vinterstimuli
pd minimum 6 uker for at fisken skal bli godt smoltifisert. Dette er delvis en
«tommelfingerregel» som baserer seg pa praktisk erfaring i naeringa men ogséd pa grunnlag av
tidligere forsgk som indikerer at 5-7 uker vinterstimuli er nedvendig for at en pafelgende okt
daglengde skal gi smolt relaterte forandringer lik de man kan observere 1 villfisk (Sigholt et al.,
1995). Det er imidlertid ingen kunnskap 1 dag om hvilke prosesser som uteses av eksponeringen
til kort daglengde, og hvorfor lengden pa dette stimuli har betydning. Pa denne bakgrunn er det
igangsatt et storre prosjekt hos forskningsgruppen «Arctic chronobiology and animal
physiologi» pa Institutt for Arktisk og Marin Biologi. Dette prosjektet har som mélsetning &
studere mulig preparatoriske mekanismer som utleses av et vinterstimuli, og hvilken betydning
disse mekanismene har for fiskens evne til 4 respondere pa en etterfolgende ekning i daglengde.

Mitt masterprosjekt ble inkludert i dette prosjektet og har felgende malsetning.
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1.4 Malsetning

A studere effekten av ulik varighet av vinterstimuli (kort dag) pa smoltutvikling hos Atlantisk
laks, gjennom 4 kvantifisere utvikling av sjevannstoleranse, gjelle NKA aktivitet og morfometri

(endring 1 kondisjonfaktor) under smoltifiseringen, samt vekst og forinntak i et pafelgende

opphold i sjgvann.
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2 Materialer og metoder

2.1 Forseksfisk

Det ble brukt 800 parr i dette forseket, alle var Atlantisk laks levert som egg av Aqua Gen A/S,
avd. Tingvoll, og holdt p4 Havbruksstasjonen i Karvika, Tromse siden klekking i februar, 2016.
Ved forsekstart 05.01.2017 var gjennomsnittsvekten 33 g og den hadde frem til da gatt pa
kontinuerlig lys og kontinuerlig foring ad libitum med en kombinasjon av foringsautomater og

appetittforing i trdd med stasjonens foringstabeller og rutiner.
2.2 Forsegksoppsett

Et totalt antall fisk pd 800 ble ved forseksstart fordelt pd 8 stk. 300 I sirkuleere kar (n = 100/kar)
med ferskvann (7 °C). Disse representerte 4 dupliserte behandlingsgrupper som etter oppstart
ble gitt henholdsvis 2, 4 og 8 uker (W) vintersignal [(8 timer lys (L) og 16 timer morke (D)],
samt en gruppe (SPC) som ble holdt pa kontinuerlig kort dag frem til forseksslutt. De tre forste
gruppene ble umiddelbart etter vinterstimuli overfort til kontinuerlig lys 1 8 uker og deretter
umiddelbart overfort til dupliserte, 300 | kar med sjovann 7 °C i1 en méned. Disse ble foret ad
libitum som for med Skretting 2,0 mm. Vanntemperaturen ble malt hver morgen i alle kar og
notert ned av ansvarlig rokter pa stasjonen. Oksygenmetning ble mélt regelmessig og var aldri

under 90 %.

T1 2 i i T5 T6T7 T8 TSTI10 Til TI12T13 Ti4 Ti15

T T T T =L

2W

4W

DI

8W

SPC

1 2 3 4 5 6 15 16 A7 18 19 200 21 22

7 8 9 10 11 12 13 14
|:| 24L:0D . 8L:16D N SW24L:0D

Figur 1 Skjematisk framstilling av provetakning (T1,12...), lysbehandlingsregime og vannkvalitet for gruppe 2W, 4W, 8W og
SPC. Fargene i soylene representerer fotoperioden; hvit, 24L:0D; svart, 8L:16D; striper, 24L:0D i sjovann. Antall uker er
nummerert fra 1 til 22.
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2.3 Pregveuttak

Fra hvert kar ble 5 tilfeldige fisk (n = 10/behandling) tatt ut med en hav og avlivet i en overdose
Benzocaine (150 ppm). Etter avliving ble fisken veid (£ 0,5 g) og lengdemélt (gaffellengde; +
0,1 cm). Gjelleprover til analyse av NKA aktivitet ble tatt fra ytterste gjellebue pa hoyre side.
Det ble tatt ut to filamenter pé ca. 2-3 mm lengde og overfort til et eppendorfrer som inneholdt
100 pl SEI-buffer (Appendiks 2). Prevene ble holdt pa is i maksimalt 30 min for de ble plassert
1 en biofryser, -80 °C. Proveuttakene startet rett for fisken ble overfort til vinterstimuli (T1) og
vedvarte frem til slutten av ferskvannsfasen. Denne prosessen ble gjennomfort 4 til 8 ganger

for hver gruppe avhengig av hvor lenge gruppen sto pa vintersignal.

P& de samme tidspunktene ble 2x5 fisk fra hver behandlingsgruppe satt pd en sjevannstest
(SWT) som innebar at fisken ble overfort til sjgvann (34 %o; 7 °C;) i 24 timer pa kontinuerlig
lys og uten foring, hvoretter de ble avlivet i en overdose Benzocaine. For avliving ble det tatt
blodprever fra Vena caudalis ved bruk av hepariniserte vacutainer (BD Vacutainer, 2 ml 13x75
mm, BD diagnostics, Preanalytical systems). Preven ble holdt pa is i vacutainerrerene (Clot
Activator Tubes) for de ble sentrifugert ved 10000 rpm i 10 min (6000*g). Plasma ble deretter
fort over til et eppendorfrer ved hjelp av en pipette og oppbevart pd -20 °C i pavente av analyse
av osmolalitet og kloridkonsentrasjon for 4 felge utvikling av hypoosmoregulatorisk evne

(Blackburn & Clarke, 1987).

Etter ferskvannsperioden ble 30 fisk fra gruppene 2W (T10), 4W (T12) og 8W (T15) satt pa
sjovann (34 %o; 7 °C) 1 30 dager. Umiddelbart for overforing til sjgvann (34 %o; 7 °C), etter 15
dager og pa slutten av sjevannsoppholdet, ble alle fiskene havet ut av karene og bedevd i
Benzocaine (60 ppm), hvoretter de ble veid og lengdemalt som for for & kvantifisere tilvekst i
lopet av sjeoppholdet. Alt forspill 1 hvert kar ble hver dag samlet opp av ansvarlig rekter i en
spesiell innretning utviklet pa stasjonen for a kvantifisere gruppenes daglige forinntak. Ved dag
30 1 hvert sjeopphold ble fisken avlivet i en overdose Benzocaine rett etter at lengde og vekt

ble malt.

Forsgk, handtering og provetaking ble gjennomfort i henhold til etiske standarder gjeldende 1

EU og innenfor den blocktillatelsen Havbruksstasjonen er gitt av Mattilsynet for smoltforsek.
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Analyser pa laboratorium
2.4 Klorid

Kloridkonsentrasjonen i plasmaprevene ble analysert med en Chlorid Analyser (CIBA Corning
Diagnostics, Essex, England). Det er endringer i vaeskens ledningsevne som registreres av
maskinen. Dette skjer nar kloridioner titreres fra vaesken ved dannelse av seglvklorid (AgCl).
Selvelektroder som er senket ned i vasken reagerer med kloridet. Noyaktigheten til
instrumentet er pd £2.2 mM ved en lesning pa 100 mM (CibaCorning, 1980). Ett glassbeger
med 14 ml syrebuffer ble plassert slik at sglvelektrodene ble suspendert i bufferlgsningen. 2 x
20 ul Cl/1 standard 100 mM (MultiCal, Bayer HealthCare, Nederland) ble tilfort losningen for
kondisjonering av maskinen. Det ble s pa nytt tilfort 20 ul Cl/I standard for lgsningen ble
titrert. Dette ga et resultat pa 100 (£ 3) og ble gjentatt tre ganger for & utelukke eventuelle avvik.
Ny standardpreve ble tatt etter hver tiende plasmaprove. Etter at kalibreringen var utfert ble
plasmaprevene ristet av en vortex maskin i 10 sekunder for 20 pl serumprove ble tilfort
losningen. Hver plasmapreves kloridinnhold ble malt to til fire ganger avhengig av om
resultatet avvek mer enn 3 mM. I resultatet er gjennomsnittet av de to naermeste verdiene

benyttet.
2.5 Osmolalitet

Osmolalitet i plasma ble analysert pa et Fiske One-Ten Osmometer (Fiske Associates, MA,
USA). Instrumentet finner vaskens frysepunktsdepresjon (en vaskes senking av frysepunkt
ved tilstedevaerende opplesning av annen substans) og bruker forholdet frysepunkt/smeltepunkt
og konsentrasjon lost stoff til 4 beregne vaskens osmolalitet. Noyaktigheten til instrumentet er
+4 mOsm (H. K. Johnsen, pers. com., 17 februar, 2017). En termistor (probe) blir senket ned 1
proven som ligger i en tube (Advanced Instruments, Inc., MA, USA). Kalibrering av maskinen
ble gjort ved 4 teste mot en standardlgsning (290 mOsm kg'l, Accuref 290, Fiske Associates,
MA, USA). Det ble gjennomfort en kalibreringstest etter hver tiende preve. Hver plasma prove
ble analysert to ganger, i de tilfeller hvor resultat avviket med mer enn fire mOsm kg™! ble det
gjennomfert en tredje eller fjerde prove. I resultatet er gjennomsnittet av de to narmeste

verdiene benyttet.
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2.6 NKA aktivitet i gjellevev

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

NKA
()  ATP + H,0 «—> ADP + P,

Pyruvat-kinase

(I)  ADP + Phosphoenolpyruvat— . Pyruvat + ATP

Mg2+K+

Lactate—dehydrogenase

1) Pyruvat + NADH + H* Lactate + NAD*
y

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

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

For & lage en standardkurve for omdanninga av ATP til ADP ble fire 0,5 ml eppendorfrer
merket (0, 5, 10 og 20) og plassert pa is. Videre ble det tilsatt Imidazol buffer (IB) og ADP-
standard som vist i Tabell 4 1 appendiks 2.

Av hver standard ble 10 pl applisert for det ble tilsatt 200 ul AM (Assay Mixture, appendiks 2)
—saltlesning. Dette ble utfert i triplikater pd mikroplaten. Umiddelbart etter pipettering ble
leseplaten plassert inn 1 og lest av ved 340 nm i 10 min, med intervaller pd 30 sekunder. Dette
gir raten NADH blir oksidert til NAD™. Dette vil normalt gi en utflating av raten etter 2 — 5 min.
For 4 fa den nedvendige negative linare kurven plottes de siste registrerte OD-verdiene (Optical
Density, absorberingsverdien til lys ved en bestemt balgelengde av et stoff 1 en lasning) mot de
kjente konsentrasjonene for hver standardlesning. Stigningstallet ber ligge mellom -10 og -16

og brukes til & regne ut enzymaktiviteten.

Gjelleprovene tines 1 kjoleskap og homogeniseres med Pellet pestle motor, Kontes, New Jersey,
USA. Homogenatet sentrifugeres i1 en kjolesentrifuge ved 3800 rpm i 30 sekunder for & fjerne
uleselig materiale. Proven appliseres ved at det tilsettes 10 pl til de fire brennene pa mikroplata.
To av brennene appliseres med AM med Ouabain (8,1 ml AM-Ouabain + 2,7 ml saltlesning)
og de to resterende brennene appliseres med AM uten Ouabain (8,1 ml AM + 2,7 ml
saltlosning). Dette ble gjentatt slik at alle gjelleprover hadde to brenner med Ouabain og to
uten. Ouabine er en spesifikk hemmer av NKA-enzymet (Lehninger, 1993). Mikroplata holdes
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pd is under pipetteringa, og settes umiddelbart inn i analysemaskinen for avlesing pa 340 nm 1
10 min. Resultatene brukes til & regne ut enzymaktiviteten. Resterende provemateriale fryses

for senere a bli brukt til proteinanalyse.

Proteinanalysen ble utfert ved hjelp av BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Illinois, USA).
Dette kittet gi resultatet i mengde protein per volum (pg protein ul™') og blir brukt til 4 regne
ut enzymaktivitet (Appendiks 2).

2.7 Statistiske analyser og grafiske fremstillinger

Figurer ble laget i SigmaPlot versjon 13 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA) og

statistiske analyser ble utfert i Systat versjon 13.

Kondisjonsfaktor ble regnet ut ved hjelp av ligningen
CF =W * 100/L*

hvor W er vekti g, og L er gaffellengde i cm.

Den spesifikke vekstsraten (SGR, specific growth rate) (SGR uttrykt som % kropsvekt dag™)
for individuell fisk ble kalkulert ved hjelp av ligningen (Brett & Groves, 1979)

SGR = [(InWr — InW)/(T-t)] *100

hvor Wiog Wrer vekt i g ved tid t (start av sjgvannsopphold) og T (slutten av sjgvannsopphold)

og T-t er antall dager mellom veiinger.

Fiskegruppens forfaktor ble regnet ut ved 4 dividere total mengde for spist med total

biomassegkning 1 lopet av sjgvannsoppholdet.
Dogngrader ble regnet ut ved & multiplisere gjennomsnittlig vanntemperatur med antall dager.

For & undersgk eventuelle signifikante forskjeller mellom uttakene innad i gruppene ble en
enveis ANOVA og Tukey HSD post hoc test utfort. Resultatet fra de ulike testene 1 denne

oppgaven ble regnet som signifikante hvis p < 0,05.
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3 Resultater

Ferskvannsperiode
3.1 Klorid

Alle gruppene hadde en signifikant ekning (p<0,05) av plasmakloridkonsentrasjonen (mmol I
1) etter sjovannstestene i kortdagsperioden (8L:16D). Fisken i SPC gruppen var den eneste som
utviklet en signifikant (p<0,05) redusert plasmakloridkonsentrasjonen 1 lepet av
kortdagsperioden. Gruppe 2W, 4W og 8W fikk alle en signifikant (p<0,05) redusert
plasmakloridkonsentrasjonen etter at de ble flyttet tilbake pa sommerstimuli (24L:0D).

220

2W 4W

200 H =

180

160

140

200 +

Plasma klorid konsentrasjon (mmol I

180 —

160

140

T T T T T T T T

jan feb mar apr mai jan feb mar apr mai

Figur 2 Gjennomsnittlig (+ SEM) plasma konsentrasjon av klorid (n=10) for de ulike gruppene etter en 24 timers sjovannstest
gjennom forsoket inntil overforing til sjovann. Gratt omrdde illustrerer periode med kort dag (8L:16D). 2W (14 dager
vintersignal), 4W (28 dager vintersignal), W (56 dager vintersignal), SPC (112 dager vintersignal). Forskjellige bokstaver
indikerer signifikante forskjeller innad i de forskjellige gruppene.
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3.2 Osmolalitet

Alle gruppene hadde en signifikant gkning (p<0,05) av osmolalitetskonsentrasjon (mOsm kg"
! etter sjovannstestene i kortdagsperioden (8L:16D). Fisken i SPC gruppen var den eneste som
utviklet en signifikant (p<0,05) redusert plasmaosmolalitetskonsentrasjon i lgpet av
kortdagsperioden. Gruppe 2W, 4W og 8W fikk alle en signifikant (p<0,05) redusert

plasmaosmolalitetskonsentrasjon etter at de ble flyttet tilbake pa sommerstimuli (24L:0D).
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Figur 3 Gjennomsnittlig (+ SEM) plasma konsentrasjon av osmolalitet (n=10) for de ulike gruppene etter en 24 timers
sjovannstest gjennom forsoket inntil overforing til sjovann. Gratt omrdde illustrerer periode med kort dag (SL:16D). 2W (14
dager vintersignal), 4W (28 dager vintersignal), 8W (56 dager vintersignal), SPC (112 dager vintersignal). Forskjellige
bokstaver indikerer signifikante forskjeller innad i de forskjellige gruppene.
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3.3 Gjelle NKA aktivitet

Gruppe 2W viste ingen signifikant (p<0,05) ekning 1 gjelle NKA aktivitet etter overforing til
kontinuerlig lys. Gruppe 4W og 8W viste en signifikant (p<0,05) ekning i gjelle NKA aktivitet
etter overforing til kontinuerlig lys. Gruppe 8W viste ved siste sjovannstest en gjelle NKA
aktivitet pa over 11 pmol ADP mg protein' time™!, dette er signifikant (p<0,05) forskjellig fra
verdiene som ble observert ved siste maling for gruppe 2W og 4W. Fisken 1 SPC gruppen ble
holdt pa kort dag gjennom hele forseket og det ble ikke observert noen signifikant (p<0,05)
endring i gjelle NKA aktiviteten.
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Figur 4 Gjennomsnittlig (+ SEM) i gjelle Na*/K* -ATPase-aktivitet (n=10) for de ulike gruppene etter en 24 timers sjovannstest
gjennom forsoket inntil overforing til sjovann. Gratt omrade illustrerer periode med morke. 2W (14 dager vintersignal), 4W
(28 dager vintersignal), 8W (56 dager vintersignal), SPC (112 dager vintersignal). Forskjellige bokstaver indikerer
signifikante forskjeller innad i de forskjellige gruppene.
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3.4 Kondisjonsfaktor FW

Gruppe 2W og 4W viste en signifikant (p<0,05) ekning i1 kondisjonsfaktor 1 lape av tte uker
etter overforing tilbake til kontinuerlig lys. Gruppe 8W viste ingen signifikant (p<0,05)

forandring kondisjonsfaktor i lape av atte uker etter overforing tilbake til kontinuerlig lys.
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Figur 5 Gjennomsnittlig (+ SEM) utviklingen i gruppe 2W, 4W og 8W (n=30) kondisjonsfaktor i lope av dtte uker etter de bli
satt tilbake pa kontinuerlig lys (24L:0D) i ferskvannsperioden. Forskjellige bokstaver indikerer signifikante forskjeller innad i
de forskjellige gruppene.
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Sjevannsopphold

3.5 Deagngrader

Tabell 1 Antall degngrader i sjovannsoppholdet for gruppe 2W, 4W og SW.

2WwW 4W 8W
Degngrader 205.9 199.,4 208,2

Tabell 1 viser antall degngrader for gruppe 2W, 4W og 8W gjennom sjevannsoppholdet.
3.6 Tilvekst 1 sjgvannsoppholdet

Etter at gruppene ble re-introdusert til sommerstimuli (24L:0D), og deretter holdt i sjgvann (34
%0) 1 30 dager viser Figur 6 at gruppe 2W hadde ingen signifikant (p<0,05) ekning. Vekten til
fisk 1 gruppe 4W og 8W hadde en signifikant (p<0,05) ekning i lopet av de 30 dagene.
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Figur 6 Gjennomsnittlig (£ SEM) vekt hos fisken i 2W, 4W og 8W gruppene (n=30) gjennom sjovannsoppholdet (34 %q) i 30
dager. Forskjellige bokstaver indikerer signifikante forskjeller innad i de forskjellige gruppene.
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I lopet av sjovannsoppholdet hadde 8W gruppen en total vektekning pa 67,22 % og en SGR pa
0,80 %. Fisk 1 4W gruppen hadde 41,47 % i vektokning og en SGR pé 0,55 % mens 2W gruppen
hadde den laveste vektutviklingen pa 11,56 %, og en SGR pé 0,17 %.
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Figur 7 Spesifikk vekstrate (% kroppsmasse * day-1) hos fiski 2W, 4W og 8W gruppene (n=30) i lope av sjovannsoppholdet
(34 %o, 30 dager).
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3.7 Kondisjonsfaktor SW

Etter at gruppene ble re-introdusert til sommerstimuli (24L:0D), og holdt i sjgvann (34 %o) sank
kondisjonsfaktoren signifikant (P<0,05) for alle gruppene. 4W gruppen er den eneste som ikke
viser en signifikant forskjell mellom dag 1 og dag 30.
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Figur 8 Gjennomsnittlig (+ SEM) utviklingen i gruppe 2W, 4W og 8W (n=30) kondisjonsfaktor i lope av 30 dagers
sjovannsopphold. Forskjellige bokstaver indikerer signifikante forskjeller innad i de forskjellige gruppene.
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3.8 Forinntak og forfaktor

I lopet av sjovannsoppholdet hadde 2W gruppen en forfaktor pa 8,3. Dette var en signifikant
hayere (p<0,05) forfaktor enn gruppe 2W (2,3) og 8W (2,1).

10

Forfaktor

0 | T |
2W 4W 8W

Figur 9 Forfaktor (x SEM) for gruppene 2W, 4W og 8W i prosent av kroppsvekt i en periode pd 30 dager (n=30) i lopet av
sjooppholdet. Smabokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom de forskjellige gruppene.

Tabell 2 viser totalt forinntak (g), biomasse ekning (g) og forfaktor for gruppe 2W, 4W og 8W

gjennom sjgvannsoppholdet.

Tabell 2 Viser totalt forinntak (g), biomasse okning (g) og forfaktor for grupppe 2W, 4W og 8W kroppsvekt i en periode pd 30
dager (n=30) i lopet av sjovannsoppholdet.

2W 4W 8W
For spist (g) 860 944 1277
Biomasse ekning (g) 104 408,5 605
Forfaktor 8,27 2,31 2,11
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4 Diskusjon

Ferskvannsperiode

I dette forseket ble det observert en god sjovannstoleranse for alle gruppene (Figur 2 og Figur
3) etter forste 24 timers SWT. Fisk i de forskjellige gruppene hadde en gjennomsnittlig vekt pa
36,1 g og en lengde pa 14,8 cm, en storrelse hvorved de har nddd et storrelsesmessig eller
ontogenetisk smoltvindu. Det har i tidligere forsek blitt vist en spontanutvikling av
sjovannstoleranse hos Atlantisk laks, uavhengig av lysstimuli (Staurnes et al., 1994), men da
som en folge av en naturlig ekning i vanntemperatur om véren. Det er ikke kjent om en spontan
okning i sjevannstoleranse er vist for hos Atlantisk laks som ikke har vart eksponert til endring
1 fotoperiode eller vanntemperatur. Forste SWT (T1) gav i mitt forsek et gjennomsnittlig plasma
kloridniva p& 152 mM og en osmolalitet p4 362 mOsm kg!. Litteraturen sier at normale plasma
konsentrasjoner for laksefisk i sjgvann skal ligge i omradet 130-150 mM og 320-350 mOsm
kg! (Heggberget, 1992). Verdiene i fisken i dette forseket var noe hoyere, men det er 4 forvente
siden akutt overforing til sjgvann gir en midlertidig ekning 1 plasma klorid konsentrasjon og
osmolalitet, uansett smoltstatus (Blackburn & Clarke, 1987). Vurdert ut fra plasma osmolalitet
og kloridkonsentrasjon etter 24 timers SWT var fisken i dette forsgket klar til overfering til

sjevann (Clarke et al., 1996).

Fiskene mistet sjovannstoleransen (Figur 2 (T2) og Figur 3 (T2)) da de ble satt pa kort dag
(8L:16D). Dette var kanskje forventet 1 og med at god sjevannstoleranse normalt er assosiert
med lang dags eksponering. Det som ikke var forventet var at SPC gruppen etter hvert utviklet
en god sjovannstoleranse uten & bli overfort tilbake pa lang dag (24L:0D). Tre meget
interessante verdier (SWT1 (T1), SWTS5 (T7) og SWTS8 (T12)) for SPC gruppa kan leses fra
Figur 2 og Figur 3. Her har fisken ved forste SWT utviklet en god sjovannstoleranse. Atte uker
senere, ved SWT 5 den 10. mars, blir de heyeste gjennomsnittsverdiene for klorid og
osmolalitet registrert, pa henholdsvis 203 mM og 459 mOsm kg'!. Atte uker senere, ved den 8
SWT den 4 mai, ble det registrert gjennomsnittsverdier p 154 mM og 365 mOsm kg!, dette er
verdier som viser at fisken i SPC gruppen igjen har utviklet god sjevannstoleranse. Dette
resultatet var svaert overraskende og har, etter min beste vitende, ikke tidligere blitt observert.
Denne re-utviklingen av sjevannstoleranse indikerer at kort dag ikke automatisk er et hinder
for utvikling av sjevannstoleranse og det er ikke kjent hvilken faktor som stimulerte utviklingen

av god sjevannstoleranse. Resultatet viser imidlertid at parr som er 1 et storrelsesmessig
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smoltvindu spontant kan utvikle smoltkarakterer uavhengig av endringer i fotoperiode, som

tidligere vist av Eriksson & Lundqvist (1982).

Gruppe 2W, 4W og 8W utviklet alle en signifikant gkning i sjevannstoleranse etter at de ble
satt tilbake pa lang dag (Figur 2 og Figur 3), og denne ekningen var dpenbart stimulert av
okningen i daglengden, ettersom ekningen startet umiddelbart etter at daglengden ble endret.
Okningen 1 sjovannstoleranse var like sterk hos alle gruppene uavhengig av varigheten pa
kortdagsperioden. Dette er resultater som stemmer overens med tidligere forsek, hvor Duncan
& Bromage (1998) viste en like god utvikling av sjgvannstoleranse hos fisk som hadde gatt pa

1, 2 og 3 maneder kort dag for de ble overfort tilbake pa lang dag.

Gjelle NKA aktivitet er normalt sterkt korrelert med utviklingen av sjevannstoleranse hos
Atlantisk laks, og blir ofte brukt som en indikator pa smoltutvikling (McCormick et al., 1995).
I dette forseket viste 8W gruppen (Figur 4) en kraftig okning i gjelle NKA aktivitet, til et niva
som er vanlig & se hos fullt utviklet smolt (Zaugg & Wagner, 1973; Boeuf et al., 1985;
McCormick, et al., 2009a). Til tross for at bdde 2W og SPC gruppen viste en utvikling av
sjovannstoleranse, viste de ingen ekning i gjelle NKA aktivitet. 4W gruppen viste et signifikant
heyere nivé av gjelle NKA aktivitet etter at de ble re-introdusert til lang dag, men verdiene var
bare halvparten av de som ble observert i 8W gruppen. Det har i tidligere studier blitt vist at det
ikke «bestandig» er en korrelasjon mellom utvikling av sjevannstoleranse og gjelle NKA
aktivitet. Resultat fra forsek utert av Handeland & Stefansson (2001) (Atlantisk laks) og
Johnsen et al. (2000) (Arktisk reye, Salvelinus alpinus) viser at en sesongbasert variasjon i
sjevannstoleranse er kontrollert av en indre degnrytme som er «entrained» (faseinnstilt) av gkt
daglengde om véren. De viste videre at utviklingen av sjevannstoleranse er uavhengig av
utviklingen av gjelle NKA aktivitet. En korrelasjon mellom sjovannstoleranse og relativ
storrelse pa fisk ble vist av Duston & Saunders (1990) uavhengig av en gjelle NKA utvikling,
men storrelsesendringen pé fisken i mit forsek var ikke stor nok til & kunne forklare endringene

1 sjovannstoleranse.

Atlantisk laks har to hoved NKA-a isoformer tilstede 1 ionosyttene som sitter 1 gjellene. I
ferskvann har laksen et hoyt antall NKAala, mens i sjgvann dominerer NKAalb (McCormick,
et al., 2009b). Gjennom smoltifisering eker mengden av gjelle mRNA for NKAalb, samtidig
som mengden mRNA for NKAalb reduseres (Nilsen et al., 2007). En forandring 1 forholdet
mellom NKAala og NKAalb i gjellene hos fisk 1 gruppe 2W, 4W og SPC kan vere en av

mekanismene som forklarer hvorfor fisken utviklet en god sjevannstoleranse uten at NKA
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aktiviteten gkte. Det ble ikke gjennomfoert undersekelser i dette forseket som kan bekrefte eller

avkrefte dette.

For SPC gruppen ble det ikke observert noen forandring i NKA aktivitet (Figur 4) 1 lopet av de
16 ukene fisken ble holdt pa kort dag. Dette indikerer at et vinterstimuli etterfulgt av et

sommerstimuli er nodvendig for at det skal igangsettes produksjon av NKA enzymer i gjellene.

Det kan ogsa fastslas at SPC gruppens manglende ekning i gjelle NKA aktivitet tyder pd at den
okte sjovannstoleransen som utviklet seg i denne gruppa ikke var et resultat av en uoppdaget

feil 1 lysstyringen (for eksempel en dag med 24 t lys) ved forseksstasjonen.

De resultatene som ble observert for gjelle NKA aktivitet hos de forskjellige gruppene i dette
forsgket indikerer at gjelle NKA aktivitet gir et bedre mal for om fisk er fullverdig smoltifisert
enn det man kan fa ved 4 bare se pa sjovannstoleranse, slik det er blitt fremholdt tidligere

(Handeland & Stefansson, 2001).

Det har tidligere blitt vist en sammenheng mellom redusert kondisjonsfaktor og ekt daglengde
gjiennom smoltifisering (McCormick & Saunders, 1987; Hoar, 1988). I dette forseket ble det
observert en gkning i kondisjonsfaktor for gruppe 2W og 4W 1 ferskvannsperioden (Figur 5).
Dette kan indikere at gruppe 2W og 4W ikke ble fullstendig smoltifisert. Det ble derimot ikke
registrert noen signifikant ekning i kondisjonfaktor for 8W gruppen, noe som var forventet men

som kan veare et resultat av at det ble tatt ut et tilfeldig utvalg av fisk ved hver provetakning.
Sjevannsopphold

Forskjellen 1 tilvekst som ble observert mellom gruppene (Figur 6) var ikke et resultat av
vesentlig variasjon 1 degngrader (Tabell 1). Dette betyr at antall degngrader ikke kan forklare
forskjellene 1 tilvekst som ble observert mellom gruppene. Gruppe 4W og 8W hadde en
signifikant ekning 1 tilvekst gjennom sjevannsperioden (Figur 6) mens det ikke ble observert
noen signifikant utvikling for fisk i gruppe 2W. Vektutviklingen i dette forseket syntes & vere
positivt korrelert til varighet av vinterstimuli. Dette bekrefter resultatene i SGR (Figur 7), som
viste at §W gruppen hadde en daglig tilvekst pa 0,80 %, gruppe 4W 0,55 % mens fisken i gruppe
2W kun hadde en daglig tilvekst pa 0,17 %. Tilvekst er avhengig av et gkt forinntak eller en
bedre forutnyttelse. Forintak (Tabell 2) og forfaktor (Figur 9) registret i dette forseket viser at
gruppe 2W har hatt et lavere forinntak og et betydelig hoyere energiforbruk. Dette stemmer
overens med forsgk tidligere utfort av Metcalfe et al. (1988) som viser at ufullstendig

smoltifisert fisk har en lavere appetitt og hoyere energiforbruk. Det er mulig at forskjellen er
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storre mellom gruppene enn det tallene viser, ettersom fisken i 8W gruppen var sterre ved
begynnelsen av sjevannsoppholdet enn det fisken 1 2W gruppen var. Allometriske forhold
skulle ha gitt en lavere tilvekst for fisk 1 8W gruppen enn for fisk i 2W gruppen, gitt at de ellers

var like.

Dette forseket viser en nedgang i kondisjonsfaktoren (Figur 8) for gruppe 2W og 8W i lgpe av
sjevannsoppholdet. Gruppe 4W viser en signifikant nedgang mellom dag 1 og 15 men ikke en
nedgang mellom dag 1 og 30. Det var ingen klare forskjeller mellom behandlingsgruppene og

reduksjonen i kondisjonsfaktor i den ferste fasen av sjgvannsoppholdet.

Tidligere forsgk (Bjornsson et al., 1989) har observert en ufullstendig smoltifisering ved for
kort vinterstimuli, men hvilke mekanismer som spiller inn har ikke blitt kartlagt. Resultatene
kan imidlertid spekuleres & vise at vintersignalet trigger mekanismer som forbereder fisken pa
a respondere pa pafelgende langdags behandling og at en gitt vinterlengde er nodvendig for at

disse mekanismene skal utvikles fullstendig.

5 Konklusjon

Atlantisk laks har en evne til & utvikle en spontan sjevannstoleranse nér fisken kommer inn i et
storrelsesmessig smoltvindu. Sjevannstoleranse har blitt brukt i oppdrettsnaringen som et mél
pa om fisk er klar for sjevannssetting. Dette forseket har vist at sjgvannstoleranse alene vil vere
et darlig mal pa smoltutvikling, og at hey gjelle NKA aktivitet i kombinasjon med god
sjovannstoleranse vil vere en bedre indikasjon pd om fisken er smoltifisert. Denne
konklusjonen er ogsd basert pd resultatene pd tilvekst og fOrutnyttelse etter overfering til
sjovann. Det er etablert en hypotese om at eksponering til kort daglengde igangsetter prosesser
som forbereder fisken pa & respondere pa okt daglengde, og at fisken er avhengig av en viss

varighet pa oppholdet pé kort dag for at disse mekanismene skal utvikles fullt ut.
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7 Appendiks

7.1 Appendiks 1 - Uttaksdato

Det ble tatt ut prover av fisk ved 15 forskjellige tidspunkt i perioden 12 januar til 2 juni 2017,
Tabell 3.

Tabell 3 Oversikt over uttaksdato. SW = sjovannsopphold.

Uttak Dato Gruppe

T1 12.01.2017 2W, 4W, 8W, SPC
T2 27.01.2017 2W, 4W, 8W, SPC
T3 09.02.2017 4W, 8W

T4 10.02.2017 SPC

T5 23.02.2017 2W, SPC

T6 09.03.2017 4W, 8W

T7 10.03.2017 SPC

T8 23.03.2017 2W, SPC, 2SW

T9 06.04.2017 4W, SPC

T10 07.04.2017 8W, 2SW, 4SW
T11 21.04.2017 2SW, 4SW

T12 04.05.2017 8W, SPC

T13 05.05.2017 4SW, 8SW

T14 19.05.2017 8SW

T15 02.06.2017 8SW
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7.2  Appendiks 2 - Kjemikalier brukt ved analyse av NKA aktivitet i gjellevev

SEI Buffer

e 26,76 g Sucrose
e 1,86 g NaaEDTA/Titripex III
e 1,70 g Imidazol

0,5 % SEID

Loses 1 475 ml dH0. pH justeres til 7,3 ved
hjelp av HCI. Volumet justeres til 500 ml
med dH>O.

e 0,1 g Natriumdeoksycholate

Imidazol buffer

Lases 1 20 ml SEI-buffer.

e 3,404 g Imidazol

Saltlesning

Loses 1 950 ml dH»O. pH justeres til 7,5 med
HCI. Volum justeres til 1000 ml med dH-0.

e 5,52 gNaCl
L4 1,07 g MgClz'6H20
e 1,57 gKCl

PEP (Phosphoenolpyruvat)

Lases 1 500 ml Imidazol buffer

e 0,491 g Phosphoenylpyruvat

Ouabain

Loses i 100 ml Imidazol buffer. Ferdig
losning fordeles i reagensrer pa 5 eller 10 ml.
Oppbevares i biofrys (-80 °C).

e 0,382 g Ouabain

Na-acetat-buffer

Loses 1 50 ml Imudazole buffer 1 kokende
vannbad 1 avtrekksskap. Oppbevares morkt 1
kjoleskap (4 °C).

e 0,767 g Na-acetat-thrihydrat

ADP standard

Loses 1 100 ml dH20O. pH justeres til 6,8.

e 10,0489 g ADP
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Loses 1 25 ml Na-acetat-buffer. Ferdig
losning fordeles i eppendorfrer pd 300 pl.
Oppbevares 1 biofrys (-80 °C)
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Fortynning av ADP standard

Tabell 4 Sammensetning av ADP standard brukt for d lage standardkurve.

nmol 10 pl! Imodiazol-buffer (ul) ADP standard (ul)
0 200 0
5 175 25
10 150 50
20 100 100
AM-medium
Tabell 5 Sammensetning av Assay-miks til bruk ved proteinanalyse
Losning 2 mikroplater
Startvolum Imidazol-buffer (IB) 20 ml
Pyruvatekinase (PK) 24 ul
Lactic dehydrogenase (LDH) 31 ul
NADH Smg
Fosfofenolpyruvat (PEP) Sml
Adenosin 5’triphospate (ATP) 0,0145 g
Sluttvolum justeres med 1B 35 ml
1. Etbegerglass settes pa is og tilsettes startvolumet med IB.
2. PK og LDH pipetteres til 2 ml eppendorfrer og sentrifugeres ved 12000 rpm i 8 min.

Supernanten fjernes og pelleten resuspenderes i IB for den overfores til begerglasset

med IB.
Los NADH i IB og tilsett i begerglasset.
Tilsett tint PEP til begerglasset.

AN

IB.
Brukslesninger (AM og AM-0)

Tabell 6 Brukslosninger av AM og AM-O

Vei ut ATP og tilsett IB sa det loser seg. Overfores til begerglasset.
Losningen i begerglasset overfores til en malesylinder og justeres til sluttvolumet med

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

To sentrifugerer merkes med henholdsvis AM og AM-O. P& grunn av Oubains lyssensitivitet

kles AM-O-raret med aluminiumsfolie.

Bland lgsningen i henhold til Tabell 6 og oppbevar lgsningen pa is.
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Lesning til proteinanalyse

Tabell 7 Losning av albumin protein standard som brukes for d vise relevans mellom absobans og proteinmengde.

Konsentrasjon av fortynnet albumin standard vises i siste rad.

2 mg/ml BSA standard (pl) | dH20 (ul) Proteinstandard (pg/10ul)
0 100 0

25 75 5

50 50 10

100 0 20

BCA Protein Assay Kit, PIERCE.

1.

SNk wb
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Working solution (WR) ble klargjort: 20 ml reagens A + 400 ul reagens B, (50:1). 28
prever + standard pa en mikroplate. Prevene og standarden ble appliser tre ganger.
Standard ble laget 1 henhold til Tabell 7.

Provene ble sentrifugert pa4 5000 rpm i 30 sekunder.

Appliserte 10 pl av standard, tre ganger, pa platen.

Appliserte 200 pl WR i hver brenn, inkubert ved 37 °C i 60 minutter.

Platen ble avkjelt i romtemperatur for den ble lest av i plateleser ved 540 nm 1 12
sekunder.



