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SAMMENDRAG

Genetisk innblanding fra remt oppdrettslaks er i dag vurdert av noen som den starste trusselen
mot ville norske laksestammer. Selv enkelthendelser vil ha en stor risiko for masseremming da
en merd kan inneholde opptil 200 000 individ. Samtidig er kjgnnsmodning blitt et gkende
problem serlig knyttet til resirkuleringsanlegg (RAS). Kjgnnsmodning bringer med seg en
rekke velferdsmessige utfordringer som redusert vekst, immunrespons og osmoregulatorisk
kapasitet. Derfor vil en effektiv og velfungerende steriliseringsmetode kunne bidra til & lgse
flere viktige utfordringer bade for miljg, men ogsa for nye og naveerende produksjonsmetoder.
Eksisterende steriliseringsmetoder som for eksempel triploidisering krever imidlertid en
spesialtilpasset produksjon og resulterer i redusert ytelse hos den sterile fisken. Nye metoder
for sterilisering av laks er derfor ngdvendig. Gjennom & fjerne kjennscellelinjen pa
embryonalstadiet har det blitt utviklet en ny metode for sterilisering av atlantisk laks (Salmo
salar). Fjerning av kjgnnscellelinjen vil imidlertid kunne pavirke viktige endokrine og
fysiologiske mekanismer, og dermed fiskens produksjonsegenskaper. For at en slik
steriliseringsmetode skal kunne benyttes i kommersiell sammenheng ma en ngye evaluere
eventuelle effekter pa viktige fysiologiske systemer og prosesser. | akvakultur vil en rekke
produksjonsrelaterte hendelser (flytting, sortering, vaksinering, smolt transport, avlusing etc.)
kunne resultere i en fysiologisk stressrespons hos fisken. Disse fysiologiske forandringene skjer
hyppig i oppdrett hvor svak fisk som oftest der far produksjonssyklusen er over. | dette forsgket
ble laksen holdt ved kontinuerlig lys og varierende temperatur (6-12°C) fra startforing
06.03.2017 til 28.08.2018. Smoltifisering ble indusert via en standard protokoll brukt ved HiT.
Videre ble en gruppe fisk uten kjgnnsceller og en kontrollgruppe med intakte kjgnnsceller kjart
gjennom en simulert transport etterfulgt av full sjgvannseksponering i 23 timer. Prgveuttaket
ble fordelt over noen dager hvor faktorer som kortisol, osmolalitet, klorid og genuttrykk i HPI-
aksen ble undersgkt. Kortisol, osmolalitet og klorid ble malt under alle tre uttakene, mens
genuttrykk crfla og crflb i hjernen, pomca og pomcb i hypofysen og grl, gr2, mc2r og 11bhsd?2
i hodenyren ble malt pre-stress og post sjgvannseksponering. Resultatene viser med hensyn pa
plasma kortisol at kjgnnscellefri-fisk kanskje presterer enda bedre enn kontrollfisk etter 23
timer pa sjgvann. Genuttrykk for steril- og kontrollfisk viser liten til ingen forskjell mellom
gruppene, foruten om hannfisken hvor nivaene av crfla og crflb er signifikant gkt hos kontroll
pre-stress og crflb og 11bhsd2 etter 23 timer med sjgvannseksponering. Resultatene fra dette
forsgket viser at det i praksis er sma forskjeller i handtering av stress og sjgvannstoleranse

mellom kjgnnscellefri og fertil atlantisk laks.
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1 Innledning
1.1 Introduksjon

Oppdrettsnaeringen har de siste 15 arene opplevd eventyrlig vekst og har med tiden blitt en
viktig industri i Norge med en farstehandsverdi pa mer enn 64,5 milliarder kroner og en
sysselsetting pa mer enn 20 000 mennesker, direkte eller indirekte (SSB, 2019). Berekraftig
produksjon har alltid og vil alltid veere malet med matproduksjon, og i en naring som stadig er
i vekst kan dette fort bli en utfordring. Oppdrettere er stadig under hardt press fra statlige
instanser og sosiale media, og aldri har det veert satset sa mye pa nyskapende teknologi som i
dag. For & kunne fortsette med beerekraftig produksjon er det viktig at man finner nye metoder
i oppdrettsnaeringen som statter baerekraftsmalet. Genetisk innblanding i ville bestander som
falge av remt oppdrettslaks er ugnsket bade fra industrien og forvaltningens stasted.
Havbruksneeringen har brukt betydelige ressurser for a hindre remming, men med slike apne
anlegg som brukes i dag er det naermest uunngaelig at remming skjer. Selv enkelthendelser vil
ha en stor risiko for massersmming da en merd kan inneholde opptil 200 000 individ
(Michelsen et al., 2019). Pa lang sikt er genetisk innblanding fra ramt oppdrettslaks, vurdert av
noen som den sterste trusselen mot ville norske laksestammer (Glover, 2018). For industrien er
kjgnnsmodning en utfordring som gar ut over bade velferd, gkonomi og tap av genetisk
materiale til konkurrerende lakseprodusenter i andre land (Pike, 1993). Produksjon av en

velfungerende steril fisk vil kunne lgse flere av disse utfordringene.

Under kjgnnsmodning opplever fisken redusert appetitt og vekst samtidig som evnen til a
opprettholde normal saltbalanse i sjgvann reduseres (Silverstein et al., 1999).
Kjennsmodningen farer ogsa med seg endringer i fiskens immunsystem hvor den blir mer
mottagelig for sykdommer. Redusert filetkvalitet i form av mindre fasthet og svakere
orangefarge kommer ogsa som fglge av kjgnnsmodningen. Samlet sett forer dette til gkt
dedelighet og redusert velferd (McClure etal., 2007). Norske lakseoppdrettere opplever fortsatt
en nedklassing pa rundt 4% grunnet kjgnnsmodning (Hosteland, 2017). Dette til tross for at sen
kjgnnsmodning lenge har veert et av de mest uttrykte avismalene og pa tross av at
matfiskselskapene gjar utstrakt bruk av intensive lysstyring for a hindre tidlig kjgnnsmodning.
Norge hadde i 2018 en lakseproduksjon pa 1.282 millioner tonn med en eksportverdi pa 99

milliarder norske kroner (Sjegmatrad, 2019). Klarer man a redusere utkastet med 3 % som falge



av kjgnnsmodning, representerer det alene en gkt salgsinntekt for norske matfiskoppdrettere pa

over 2 milliarder kroner gitt en salgspris pa 50 kroner pr. kilo rund fisk (Barson et al., 2015).

Avlsframgang som er oppnadd for norsk laks eksporteres i prinsippet hver gang egg selges til
utlandet. Dette betyr at avisselskapene selger fisk til utlandet som kan kjgnnsmodne og brukes
i avlsprogrammene til utenlandske selskap. Det er derfor viktig for avisselskapene a kunne
produsere en fisk som ikke kan kjgnnsmodne. Konkurransekraften til norsk laksenaring kan

med dette styrkes dersom laksegg fra norske produsenter steriliseres pa en god mate.

Fremtidig smoltproduksjon ser i starre og starre grad ut til a skje i RAS. Disse anleggene drives
under intensive oppdrettsforhold der hgy temperatur og rask tilvekst vektlegges. Under slike
forhold vil en betydelig andel (opptil 70-80%) av hannfisken kunne kjgnnsmodne som sma
«svart-hanner» far og etter smoltifisering. Dessverre har en del aktgrer allerede erfart slik tidlig
kjgnnsmodning som medfgrer store gkonomiske tap og et betydelig fiskevelferdsproblem som
redusert vekst, immunrespons og osmoregulatorisk kapasitet. I tillegg benytter naringen i starre
grad nd enn far store post-smolt anlegg, og RAS-anlegg som skal gjere det mulig a flytte hele
matfiskproduksjonen pa land. Dette vil ogsa fare til store utfordringer knyttet til tidlig
kjgnnsmodning. Den fremtidsrettede RAS-teknologien vil derfor ogsa dra store fordeler av a
kunne bruke en steril fisk i produksjonen (SalmoBreed, 2018). En effektiv og velfungerende
steriliseringsmetode vil kunne bidra til & lgse flere viktige utfordringer bade for miljg, men ogsa
i forhold til & ta i bruk nye og opprettholde eksisterende produksjonsmetoder. En steril laks vil

dermed kunne bidra til a styrke oppdrettsnaringen bade nasjonalt og internasjonalt.

Hittil er det bare triploidisering som har veert en praktisk gjennomfarbar steriliseringsmetode
for laks i oppdrettsneeringen. Triploidisering innebarer at fisken beholder et ekstra sett
kromosomer (tre par kromosomer vs. to som er normalt) som fglge av en temperatur eller
trykkbehandling av eggene i perioden rett etter befruktning (Maxime, 2008). | praktisk oppdrett
lages det ofte bare hunnfisk («all female») bestander av triploider ved bruk av sperm fra
hormonelt kjgnnsreverserte hunnfisk. Grunnen til dette er at triploid hannfisk gar gjennom
kjgnnsmodning selv om de er funksjonelt sterile — triploide hanner av laksefisk produserer
spermsceller som resulterer i unormal/dgdelig embryonalutvikling. Dette medfarer at de ikke
produserer levedyktige avkom, og derfor kan gdelegge rogn fra ville laksebestander ved
krysshefruktning etter remming (Benfey & Sutterlin, 1984; Svasand et al., 2007). En triploid
hunn er steril og gjennomgar ikke de endringene som en normalt ser hos kjgnnsmodnende fisk
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(Hansen et al., 2012). | tillegg har de redusert ytelse under sub-optimale betingelser. De har
sveert begrenset toleranse for reduksjon i Oz konsentrasjon, samtidig som de trenger et
spesialtilpasset for for & redusere frekvensen av skjelettdeformiteter Fraser et al., 2012;
Maxime, 2008). Triploid laks har derfor ikke blitt tatt i bruk i noen stor grad av neringen, og
det er en klar oppfatning om at det ma utvikles bedre metoder for sterilisering av norsk

oppdrettslaks.

1.2 Ny(e) metode(r) for sterilisering av fisk/laks

Spesifiseringen av de primordiale kjennscellene (PGC) og kjgnnscellelinjen i mange
organismer, inkludert teleoster/beinfisk, involverer maternale faktorer som legges ned i
oocytten/egget i lgpet av oogenesen (Raz, 2003). Disse maternale faktorene, ofte i form av
MRNA, lokaliserer til et begrenset antall celler (via asymmetrisk deling) gjennom tidlig
embryogenese. Dette gir opphav til PGCene som senere under embryogenesen migrerer til det
som blir den fremtidige gonaden (Extavour & Akam, 2003; Yoshizaki et al., 2003). Maternale
faktorer som Nanos, dead end (Dnd), Dazl og Vasa er alle essensielle for migrering og/eller
overlevelse av PGCene (Hashimoto et al., 2004; Koprunner, Thisse et al., 2001; Raz, 2003;
Weidinger et al., 2003). Arbeid utfart med sebrafisk (Danio rerio) og atlantisk laks (Wargelius
etal., 2016) har demonstrert at portfall av kun en av disse PGC faktorene kan forarsake redusert
overlevelse eller migrering av PGC. Resultatet blir da en steril fisk med ingen tilsynelatende

morfologiske forskjeller fra sine fertile artsfrender (Slanchev et al., 2005).

Dnd er en kritisk faktor for spesifisering og overlevelse av PGCene, og har en viktig rolle i &
hindre miRNA mediert degradering av andre mRNA som er viktig for utvikling av
kjgnnscellelinjen (Kedde et al., 2007). Bortfall av dnd uttrykk resulterer i tap av PGC i teleoster
slik som sebrafisk (Weidinger et al., 2003), sandsmetter (Cobitidae) (Fujimoto et al., 2010),
gullfisk (Carassius auratus) (Goto et al., 2012), atlantisk laks (Wargelius et al., 2016),
regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) (Lee et al., 2016), medaka (Oryzias latipes) (Hong et al.,
2016), gibel karpe (Carassius gibelio) (Liu et al., 2015) og starer (Acipenseridae) (PSenicka et
al., 2015).

Steril fisk kan produseres gjennom bruk av genetisk modifiserte organismer (GMO) enten via
geneditering (f.eks. CRISPR/Cas9) eller ved bruk av transgene linjer (Wong & Zohar, 2015).
Slik produksjon medferer imidlertid viktige etiske, juridiske og praktiske problemer (Wong &
Zohar, 2015). Bruk av en ikke-GMO metode for sterilisering, f.eks. via midlertidig degradering
eller blokkering av spesifikke mRNA, vil trolig vaere mer akseptert i forhold til bruk innenfor



akvakultur. En slik tilneerming vil samtidig veere mer allsidig og aktuell for utvikling av en
storskala protokoll for sterilisering. Funksjonaliteten av dette systemet har allerede blitt
demonstrert i sebrafisk (Pauli et al., 2015). De to metodene som baserer seg pa h.h.v. -
midlertidig- («knockdown») og permanent («knock out») endring i genuttrykk fungerer pa
fundamentalt forskjellige mater med hensyn til virkningsmekanismer; Ikke-GMO metoden
fungere bare som en forbigaende endring av genuttrykk pa mRNA niva, mens i GMO modellen

er det indusert en permanent forandring i, eller bortfall av utrykk i det aktuelle genet.

Gjennom bruk av genredigeringsverktey CRISPR/cas9 knockout system har dnd genet blitt
mutert i atlantisk laks noe som resulterte i bortfall av PGCer og en steril fisk,- men der sterilitet
bare ble oppnadd hos ca. 30% av de microinjiserte embryoene(Wargelius et al., 2016). Videre
ble det dokumentert i et forsgk av Skugor et al., (2014) at midlertidig transalasjonsinhibering
av dnd induserte signifikante endringer i uttrykk av gener involvert i flere viktige fysiologiske
prosesser som lipid- og steriod-metabolisme, inkludert metabolisme av glukokortikoider (f.eks.
kortisol) og kjennssterioder (Skugor et al., 2014). Permanent fjerning av dnd kan derfor ha

negativ innvirkning pa dyrets prestasjon og fysiologi.

Mye av forskningsarbeidet pa dette feltet har i all hovedsak dreid seg om ulike
steriliseringsmetoder. Hvordan den steriliserte fiskens produksjonsegenskaper er ved bortfall
av kjennscellelinjen er lite kjent. En slik «Knockdown» kan gi ukjente effekter pa viktige

systemer.

1.2.1 Forhindre eller stoppe pubertet

Gjennom det nylige avsluttede prosjektet «Salmosterile» (Norges forskningsrad; BIOTEK
2021(2013-18)) hos forskningsinstituttet Nofima AS, har det blitt utviklet en metode for & fjerne
kjennscellelinjen hos atlantisk laks. Via en midlertidig knockdown av Dnd mRNAet pa et tidlig
utviklingsstadium, har det blitt pavist fullstendig fjerning av kimcellene hos ca. 90% av de
behandlede individene (H. Tveiten pers. med.). Gjennom histologiske og molekylarbiologiske
studier av juvenil fisk (opp til 200g) har en videre fatt bekreftet at bortfallet av kjgnnscellelinjen

med stor sannsynlighet er permanent (H. Tveiten pers. med.)



1.3 Bakgrunn

Stress kan pavirke en organisme pa alle niva og blir definert som en forandring i den biologiske
tilstanden til organismen. Denne tilstanden utfordrer balansen i kroppen (homeostasen) og
representerer derfor en helserisiko for fisken om den blir langvarig (Van Weerd & Komen,
1998). Disse stress-induserte forandringene blir gruppert i primare, sekundare og tertizere
responer ogsa referert som general adaptation syndrome (GAS) (Selye, 1946). De to farste
representerer nervese, endokrine, metabolske, hematologiske, hydrominerale og strukturelle
forandringer som er assosiert med akutt stress (Tort, 2010). Disse er regnet som adaptive og er
derfor ikke helsefarlige. | det tertizere steget skifter stressresponsen fra a veere adaptiv til
maladaptive, som etter hvert resulterer i redusert immunforsvar, hemmet reproduksjon, redusert
vekst og er assosiert med kronisk stress. (Barton & lwama, 1991). | akvakultur vil en rekke
produksjonsrelaterte hendelser (flytting, sortering, vaksinering, smolt transport, avlusing etc.)
kunne resultere i en fysiologisk stressrespons hos fisken. Disse fysiologiske forandringene skjer
hyppig i oppdrett og fisk som ikke taler en slik ragff behandling, der som oftest far

produksjonssyklusen er over.

1.4 Hypotalamus-hypofyse-interrenal aksen (HPI)

Responsene i hypotalamus-hypofyse-interrenal aksen (HPI-aksen) som falge av stress har blitt
studert inngaende og er sammenfattet av Madora et al. (2015). Hypotalamus-hypofyse-
interrenal aksen opereres pa tre ulike endokrine niva som vist i figur 1, der hormonet kortisol
spiller en viktig fysiologisk rolle ved pavirkning av stress (Mommsen et al., 1999).
Stressresponsen starter ved at ytre stimuli integreres i og trigger hypotalamus til & frigjgre
kortikotropin-relising faktor (CRF). CRF stimulerer til sekresjon av adrenokortikotropic
hormon (ACTH) via kortikotropin celler i fremre del av hypofysen. ACTH frigjeres da i
sirkulasjonssystemet og stimulerer de interrenale cellene i hodenyren til & produsere og sekrere
kortikosterioder, hovedsakelig kortisol i teleost fisk (Melo et al., 2014; Mommsen et al., 1999).
Sekresjon av kortisol har en forsinkelse (minutter) sammenlignet med frigjgrelse av
katekolaminene som tar sekunder (Barton & lwama, 1991; Madaro et al., 2015). Hovedrollen
til kortisol er @ mobilisere energi i krevende situasjoner ved & omdirigere metabolismen for a

beskytte kroppen mot videre skade.

@kte nivaer av kortikosterioder som falge av stress kan a), redusere immunkompetanse ved &
pavirke antall lymfocytter og kapasiteten rundt produksjonen av antistoffer og b), pavirke

reproduksjon gjennom forandringer av nivaet til hormoner knyttet til kjgnnsmodning. Stress



kan ogsa fare til forandringer i metabolismen som igjen pavirker vekst, delvis som et resultat

av katabolske og glukoneogeniske effeker av kortikosteriodene (Van Weerd & Komen, 1998).

Varigheten av disse stressorne er med pa a bestemme om responsen er adaptiv eller maladaptiv.
Er stressoren kortvarig og sjeldent repetert, representerer det ikke noen fare for fisken og
responsen regnes som adaptiv. Om stressoren er av en forlenget natur og ofte repeterende kan
det fare til kronisk stress som igjen leder til kontinuerlig tap av homeostasen. Dette betyr at det
ikke lengre er mulighet for tilpasning noe som farer til at stress responsen skifter fra a veere
adaptiv til & bli maladaptiv (Van Weerd & Komen, 1998). Hgy eksponering av stress over en
lengre periode kan som nevnt tidligere resultere i en rekke uheldige konsekvenser for fiskens
velferd og har ringvirkninger som gkonomisk tap for bedriften. Gode evne til stresshandtering
er derfor viktige i oppdrettsfisk, bade med hensyn til fiskevellferd, men ogsa for en barekraftig
og gkonomisk produksjon.

Hypothalamus  |[#-------- .

CRFR

Pituitary )
corticotophic cells '

POMC ACTH

MC2R i

Head kidney
interrenal cells

Cortisol

l

GR/MR

Target tissue/organ

Figur 1. HPI-aksen og kaskaden av hormoner som leder til sekresjon av kortisol. Det primare trinnet i HPI-
aksen er frigjgringing av corticotropin-releasing factor (CRF) fra hypothalamus som svar til en stressor. CRF
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induserer signaler til proopiomelanocortin (POMC) i hypofysen. Denne protein forlgperen er proteolytisk spaltet
til adrenocorticotropic hormone (ACTH), som blir sluppet i sirkulasjonssystemet, sammen med andre biologisk
aktive peptider, inkludert melanocortin-stimulerende hormoner. ACTH aktiverer melanocortin-2-receptor
(MC2R) i det interrenale vev for & stimulere produksjonen til kortisol. Kortisol entrer s& malcellen/organ ved
diffusjon og bindes til GR og MR, som mitigerer handlingen av kortisol ved & modifisere genuttrykk i cellen.
Forhgyede niva av kortisol har en negativ feedback pa hypotalamus og hypofyse. Figuren er tilpasset etter
Wendelaar Bonga (1997) og Van Weerd og Komen (1998).

1.5 Hypotalamus

Nar en stressor oppfattes, stimulerer nervase signaler i hypotalamus aktivering av sympatiske
nervefibre som igjen stimulerer kromafincellene i hodenyren til & frigjare katekolaminene
adrenalin og noradrenalin i blodstrammen (Wendelaar Bonga, 1997). Katakolaminene
forbereder fisken pa en “fight or flight” respons ved 4 oke en rekke metabolske prosesser i
kroppen. Hypotalamus integrerer informasjon fra ulike deler av det sentrale og perifere
nervesystemet. Om hypothalamus tolker et miljgmessig eller homeostatisk signal som stressfult
(figur 1), blir CRF sekrert fra nucleus preopticus (NPO) i hypothalamus (Alderman et al., 2012).
Denne sekresjon spiller en viktig rolle i koordinering av det neuroendokrine, autonome
nervesystemet og adferdsmessige reaksjonen til stress som endret svemmemgnster. Aksoner av
nerveceller i NPO som inneholder CRF projiserer direkte inn i den fremre delen av hypofysen
og frigjeres via en synapse, eller inn i sirkulasjonen via nevrosekresjon i pars nevrosa
(Wendelaar Bonga, 1997). I tillegg til CRF er CRF-binding protein (CRFBP) og CRF reseptorer
(CRFR1 og R2) involvert i regulering av stressresponsen ved a modulere effekten av CRF
(Madaro et al., 2015). Flere av de CRF-relaterte neuropeptidene som urotensin I (Ul) og
urokortin 2 og 3, kontrollerer ogsa HPI aksen hos teleoster gjennom aktivering av urotensin og
CRF reseptorer, likhet med andre vertebrater (Wendelaar Bonga, 1997). Kortikotropin
frigjerende faktor er en familie av peptider som aktiverer flere ulike deler av hjernen assosiert
med regulering av neurale og endokrine stressresponser. Stimulering via CRF1 leder til endring
i aktivitet av HPI aksen ved oppregulering av GR (genet for glukokortikoid reseptoren).
Corticotropin-releasing hormone receptor 1 blir uttrykt i hele det sentrale og perifere
nervesystemet (Hillhouse & Grammatopoulos, 2006).

I laksegeneomet er det flere paraloge gener av CRF (CRF1a 0g CRF1g, CRF2a 0g CRF28) Disse
paralogene stammer fra et opprinnelig CRF gen som falge av genduplisering (Hillhouse &
Grammatopoulos, 2006). | de fleste vev binder CRF; til en G-protein koblet reseptor som
aktiverer signaloverfgring via adenylyl cyclase som trigger og forarsaker gkte nivaer av cAMP

i cellen (Hillhouse & Grammatopoulos, 2006).



1.6 Hypofysen

Proteinet kjent som pro-opiomelanocortin (POMC) inneholder forlgperne til flere biologiske
aktive peptider inkludert ACTH, B-lipotropin, B-endorphin og a-MSH. Disse peptidene blir
frigjort fra POMC gjennom proteolytisk spalting av en sakalt «proprotein convertases» (de
Souza et al., 2005) . POMC uttrykt i kortikotrofe celler i hypofysen er viktig for funksjoner i
binyren (hodenyren for fisk) via ACTH. Neuroner i hjernen som uttrykker POMC er
eksempelvis involvert i kontrollering av smerte, gjennom formasjonen av p-endorphin i
pattedyr. POMC har som nevnt en bred biologisk funksjon og i teleoster eksisterer det to

paraloger av POMC genet, kalt pomca og pomcb (de Souza et al., 2005).

1.7 Interrenalt vev

| det interrenale vevet i hodenyren induserer syntese av ACTH og frigjarelse av kortisol via
MC2R som uttrykkes spesifikt i kortisol produserende celler. Aktivering av melanokortin
reseptor 2 (mc2r) resulterer i en aktivering av «steriodogenic acute regulatory protein» (StAR)
som er kritisk i syntese av steroidhormoner og er ansvarlig for transport av kolesterol til
membranen i mitokondrien, der den blir konvertert til kortikosterioder som kortisol (Arends et
al., 1999) .

Effekten av kortisol i ulike vev kommer til uttrykk gjennom aktivering av glukokortikoid-
reseptorer. Omfanget og evt. skader dette pafgrer organismen vil veere avhengig av mengden
kortisol og intensiteten og varigheten av stressoren (Tort, 2010). | de fleste arter fisk er det blitt
beskrevet tre ulike reseptorer for kortisol, glukokortikoid-reseptor 1 (grl), glukokortikoid-
reseptor 2 (gr2) og mineralkortikoid-reseptor (mr). Mineralkortikoid- og glukokortikoid-
reseptoer er transkripsjonsfaktorer som bidrar til aktivering eller inhibering av genuttrykk og
har vist & ha ulik affinitet for kortisol (Teles et al., 2013). .

Kortisol er ngdvending under stress, men kan gjere mye skade om den vedvarer i sirkulasjonen.
Dette blir Igst gjennom uttrykk av genet 11B-hydroxysteroid dehydrogenase 2 (11bhsd2) som
omgjar kortisol til inaktivt kortison og samtidig beskytter MR mot glukokortikoider, men ogsa
den utviklende hjernen hos embryo, hvor den beskytter cellene mot vekst hemmende faktorer

og eller pro-apoptisk effekter av kortisol (Tomlinson et al., 2004).



1.8 Kortisol

Kortisol bidrar til a regulere bade glukoseniva , energimobilisering og mineralbalanse hos
teleoster (Wendelaar Bonga, 1997). En av hovedoppgavene til kortisol er & aktivere GR i
leveren som spiller en viktig metabolsk rolle nar det kommer til & mobilisere energi under en
stressrespons. Forstyrrelsen av homeostasen som fglge av stress resulterer i en oppregulering
av energi krevende prosesser. | fisk stimulerer kortisol omsetningen (metabolismen) av
karbohydrater. Kortisol og GR virker i leveren og skjelettmuskulaturen ved at de bryter ned
glykogen og ved a gke nydannelsen av glukose slik at blodsukkeret gkes (Alderman et al.,
2012; Fevolden et al., 1991). Aktiveringen av GR som falge av kortisol regulerer ogsa andre
prosesser som osmoregulering, protein-metabolisme, immunrespons, vekst, reproduksjon og
adferd (Barton & lwama, 1991).Kortisol utgver en negativ feedback pa syntesen til CRF i
hypotalamus og ACTH-sekresjon i hypofysen (Alderman et al., 2012) og er mediert via- GR
0og MR som er uttrykt i disse organene (Madaro et al., 2015).

Det er pavist et samspill mellom HPI-aksen og hypothalamus-hypofyse-gonade (HPG)-aksen
hvor disse to aksene «fin-tuner» hverandre for & integrere miljgmessige, psykologiske,
reproduktive og genetiske faktorer (Fuzzen et al., 2011; Oyola & Handa, 2017; Schreck, 2010;
Schreck et al., 2001). Homeostasen blir opprettholdt via det neuroendokrine-systemet, som
kontinuerlig overvaker nivaet av kjgnnssteroider i gonadene. Dette skjer via gstrogen- og
androgene-reseptorer lokalisert i hypothalamus, som er viktig for riktig regulering av HPI- og
HPG-aksene (Oyola & Handa, 2017). Muligheten for en uforutsigbar reaksjon pa stress kan
derfor vaere en konsekvens dersom en av disse systemene svikter. | et studie ble det undersgkt
effekter pa svingninger i kjgnnssteroider hos gnagere (Oyola & Handa, 2017), der estradiol-
17p og progesteron under kjgnnsmodning trolig var ansvarlig for effekten pa hjerneaktiviteten
i hun gnagere. Dette vil kunne pavirke adferds-mgnster og psykologiske tilstand i mgte med en
stressor. Kjgnnssteroider regulerer blant annet sekresjon av veksthormon (GH) (Chellakooty et al.,
2004) og tilvekst hos kjgnnsmodnende fisk (Hunt et al., 1982; Tveiten etal., 1998) . Ifglge Pottinger,
Carrick, Hughes og Balm (1996) kan endring i funksjonene av HPI-aksen oppsta ved oppregulerte
nivaer av kjgnnssteroider i plasma. Dette skjer blant annet via eksponering av 11-ketotestosteron
(11KT) som viser hemmende effekt pa niva av ACTH og da ogsa pafalgende sekresjon av kortisol.
Hvordan dette vil pavirke prestasjon til en kjennscellefri-fisk (KFC)-fisk med hensyn pa

produksjonsrelatert stress gjenstar a se.



1.9 Formal med oppgaven

For at en ny steriliseringsmetode skal kunne brukes i kommersiell sammenheng, er det
ngdvendig a se pa hvordan bortfall av kjgnnscellelinjen pavirker andre produksjonsegenskaper
som vektlegges av oppdrettsnaeringen. En slik prosess er bade tid- og pengekrevende men helt

ngdvendig for a sikre at produksjonsegenskapene til den sterile laksen er gode nok i

kommersiell sammenheng.

Denne masteroppgaven er en del av et storre prosjekt «Salmosterile» hvor ulike
produksjonsegenskaper hos KFC-laks testet opp mot vanlig fertil oppdrettslaks. I denne delen
av forsgket er stressresponsen undersgkt i form av en simulert transport etterfulgt av
sjgvannseksponering i 23 timer. Kortisolniva, klorid, osmolalitet og gener tilhgrende HP1-aksen
ble analysert og kartlagt. Malet med oppgaven er se pa om bortfall av kjgnnsceller har noen

effekt pa produksjonsrelatert stress i form a transport og sjgvannseksponering.
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2 Materialer og metoder

2.1 Forsgksfisken

Laksen ble holdt ved kontinuerlig lys og varierende temperatur (6-12C) fra startforing
06.03.2017 til 28.08.2018. Smoltifisering ble indusert via en standard protokoll brukt ved HiT.
Fra 28.08 til 01. 11 ble alle grupper holdt ved 8 timer lys og 16 timer mgrke (L8:16D) og
temperatur 5-6°C (vintersignal). Fra 01.11 ble alle gruppene eksponert for kontinuerlig lys
(24:0) og temperatur 10°C (sommersignal). Etter seks uker under disse betingelsene (ca. 400
degngrader ved lang dag etter vintersignal) er det forventet at fisken vil ha god
sjgvannstoleranse (Bjornsson et al., 2000) . God sjgvannstoleranse ved start av dette forsgket
ble bekreftet bade hos fertil og steril fisk gjennom et annet forsgk med fisk fra de samme

gruppene (Jenssen, 2020)

Sterilisering av forsgksfisken er basert pa en «NON-GMO» metode som benytter seg av
spesifikk degradering av dnd mRNA under tidlig utvikling. Far & fA KFC ble «egg» pa en-
cellestadiet mikroinjisert med antisensmolekyler (GapmeR: Pauli et al. (2015) spesifikt rettet
mot dnd mRNAet. Gapmers danner en sekvensspesifikk DNA-mRNA hetero-duplex som gjar
at cellen induserer degradering av mal mRNA via RNAse H komplekset (Pauli et al., 2015).
Behandlingen resulterte i tilneermet bortfall av.dnd mRNA ved midt/sen gastrula stadiet (H.
Tveiten per.kom)). Degraderingen av det spesifikke mal mRNAet resulterte i en effektiv
fjerning av PGCene i 90-92% av de injiserte individene (H. Tveiten pers. med) (Fig. 2a, b).
Bortfall av kjgnnsceller ble verifisert ved & undersgke uttrykk av kjennscellemarkearen vasa
(Raz, 2003). Med bruk av in situ hybridisering (WISH)- ved klekking (Fig 2a) og senere som
juveniler (Fig 2b). Ved begge stadier var gonadene hos GapmeR behandlet fisk negativ for
kjennscellemarkgren vasa. Undersgkelsene av juvenil fisk viste ingen effekt av kjenn pa

behandling, men der stgrrelsen av gonadene hos den behandlede hunnfisken var sterkt redusert.

De fertiliserte embryoene hadde god toleranse for GapmeRs og ingen synlige effekter ble
observert senere i utviklingen (Fig. 2c). Til sammen ble det produsert mer enn 1600 juvenile
fisker. Den juvenile sterilfisken viste normal morfologi og vekstrate opp til 50g sammenlignet

med ikke-injiserte kontroller.
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Control Gap Dnd Gap

Figur 2. Pavirkning av GapmeRs dnd mRNA pa PGC ved (a -hgyre side) 490 dggngrader av utvikling (neer
klekking) og utvikling av eggstokkene (b-hgyre side) i juvenile atlantisk laks. Antisens ble injisert ved 1-celle
stadiet. Figur c viser morfologi av sterilisert fisk (Foto: Krasimir Slanchev og Helge Tveiten)

Gjennomsnittsvekten for kontrollfisken var 356 + 2,5 gram, gjennomsnittslengden pa 30 cm og
kondisjonsfaktor pa 1,32. For sterilgruppen var gjennomsnittsvekten 332,9 + 2,3 gram,
gjennomsnittslengde var pa 29,5 cm og kondisjonsfaktor 1,30. Modning ble ogsa kartlagt ved
bruk av visuell kontroll og gonadosomatisk indeks (GSI). | falge Melo et al. (2014); Aksnes et
el., (1986) er en GSI pa over 0,05 % hos atlantisk laks i denne delen av livssyklusen et tegn pa

igangsatt kjgnnsmodning.

Ett individ fra kontrollgruppen dgde under transport (T2), fisk som hadde deformiteter eller
skader ble notert under dissekering/blodprevetaking. Fisk med eventuelle avvik ble utelatt fra

videre analyse.

2.2 Forsgksfasiliteter
Forsgket ble gjennomfgrt ved Havbruksstasjonen i Tromsg (HiT), i desember 2018. | forsgket

ble det brukt 247 smolt av arten atlantisk laks. Det ble totalt benyttet 142 individer med
kontrollfisk og 155 individer som var sterilisert.
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2.3 Forsgksoppsett

Fisken ble holdt i to triplikate grupper, totalt 6 sirkulaere kar, som hver hadde bruksvolum pa
5001 vann. Tettheten pr. kar var + 32,99/l og fisken gikk pa 48t syklisk foringsregime. Tildelt
férmengde ble beregnet ut fra tabell som tar hensyn til fiskens sterrelse og temperaturforhold.
Temperaturen var 10 £ 2°C og karene var strgmsatt med en sirkuleer strem. Karplasseringen i
rommet var randomisert og kar S1, S2 og S3 inneholdt KFC fisk (S) og kar K1, K2 og K3
kontrollfisk (K) illustrert i figur 3.

OO0,

Jololo

Figur 3. lllustrasjon av kar-plassering under forsgket.
2.4 Prgveuttak
2.4.1 Organ og bloduttak

Fer uttak av organer og/eller blod fra fisken ble den avlivet med en overdose av Benzoak
(Felleskatalogen, 2020) (50 ml/50 | sjgvann). En til to ml blod ble sé tappet fra den kaudale
vaskulaturen, ved bruk av BD Vacutainer naler (0,7 x 25 mm og 0,7 x 32 mm), og samlet pa
rar inneholdende natriumheparin. Sodium Heparin Tubes fra BD Vacutainer for analyse av
plasma kortisol, klorid og osmolalitet. Blodet ble spunnet i en sentrifuge (STORVALL RC 5B
plus) pa 4500 RPM i 10 min, fgr plasma ble pippetert over i 1,5 ml eppendorfrer og lagret ved
-20°C til senere analyser. For & unnga stressrelaterte endringer i plasma kortisol i forbindelse
med uttak, ble fisken raskt (innen 1 min 30 sek.) hovet ut av karet og overfart direkte til en
overdose Benzoak. All fisk hadde mistet likevekt innen 2 min etter at hovingen hadde startet
og alle blodprgver var tatt innen 5 min. Tap av likevekt/dgd innen 3-4 minutter gir ikke utslag
i forhgyede nivaer av kortisol (Iversen et al., 2003). Det ble utfert uttak av 12 individer ved
avsluttet transport- fra hver replikat. Fra disse ble det tatt blodprave, vekt, lengde, kjgnn og

gonadevekt av, men ikke organuttak.
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Ved organuttak ble hele hjernen og hypofysen tatt ut hver for seg samtidig som vev fra den
sentrale delen av hodenyren ble provetatt. De ulike vevene ble overfert til rar med RNAlater®
(Ambion Inc., Austin, Texas). Disse ble lagret ved 4-8°C ca. et degn fer videre langtidslagring
ved — 20°C. 23 timer etter overfgring til sjgvann ble 8 individer fra hvert replikat dissekert for
organuttak, hvor kjgnn, vekt (g + malengyaktighet), lengde (til neermeste mm) og gonadevekt
(mg %) ogsa ble malt. Blodpraver, kjgnn, vekt, lengde og gonadevekt ble utfart pa gjenvaerende
12 fisk. Sampling til kortisolanalyse ble utfgrt pre-stress (To), etter transport (T2) og etter

sjgvannseksponering (T24).

2.4.2 Simulert smolt-transport og sjgvannseksponering

Farst ble det samplet 8-12 individer fra To som representerte baseline kortisol. Sa ble fisk
overfarte fra hvert kar med en hov opp i 400l transporttank som inneholdt 1001 ferskvann. Kar
S1, K1 og K2 ble gjennomfart pa samme dag ved ulike tider og K3, S2 og S3 dagen etter (figur
3). Transporttanken ble i faste tidsintervaller i 2 timer (15 min pause og 15 min gange) Siste 15
min av transporten var alltid gange og ikke pause. Oksygenering var ngdvending under
transporten og ble ngye overvaket (tabell 1). Det var totalt 32 individer i tanken under
transportetappene, tettheten var 112g/l vann. 12 individer ble tatt til sampling, alle individ fikk
gonadene malt og blodpravesampling ble utfart pa de 8 farste fiskene. Siden fisken ble testet
over 2 dager er det uvisst om noe eller noen kunne ha pavirket/pafart fisken utilsiktet stress

eller lignende over natten, far neste uttak ble pabegynt.

Tabell 1. Tid for transport av fisk fra ulike replikater i kontroll- (K1-K3) og sterilfisk (S1-S3) gruppene. Minimum
(min) og maksimum (max) Oz metning (%) i lgpet av transporten.

Start — Slutt Min O, Max O
S1 09— 111 71% 103%
K1 115014 68% 111%
K2 14%0 . 17% 68% 105%
K3 08%—10% 68% 106%
S2 12051410 68% 125%
S3 14%0— 16% 73% 130%
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2.4.3 Sjgvannseksponering

Ved avsluttet transport ble de resterende 20 individene (fra hver replikat) fra transportetappen
hovet ut til et stramsatt kar (de samme karet som fisken var hentet fra) og eksponert for fullt
sjsvann (35 %o) i 23 timer kontinuerlig belysning. Etter gjennomgatt sjgvannseksponering ble

all fisk avlivet og undersgkt som beskrevet under.

2.4.4 Plasma klorid og osmolaritet

Blodplasma fra hvert individ ble tint pa is og blandet ved hjelp av en vortexer i ca. 5 sek far
analysering. Klorid ble malt ved hjelp av en Corning 925 chloride titrator (CIBA Corning
Diagnostics, Essex, England) som baserer seg pa en kjemisk reaksjon mellom sglv-ioner (Ag+)
fra en sglvelektrode og kloridioner (Cl-) fra plasmaprgven (20 pl). Dannelse av sglvklorid gjar
at Cl- titreres ut av lgsningen og endrer veaeskens ledningsevne, som analyseinstrumentet 18
registrerer. Instrumentet har en ngyaktighet pd +2,2 ng ml i en 100 ng mi?! lIgsning
(CibaCorning, 1980), og det ble gjennomfart to analyser av hver prgve for a oppdage eventuelle
feilmalinger. 1 de tilfellene der det var avvik pd mer enn 10 ng mlI*t mellom parallellene, ble
flere praver analysert. Verdiene er presentert som gjennomsnittet av minst to malinger. Det ble
ogsa gjennomfgrt malinger av osmolaritet i blodplasma ved hjelp av et FiskeOne-Ten
Osmometer (Fiske Associates, MA, USA). Malingene baserer seg pa frysepunktdepresjon
(nedsenkning av frysepunkt grunnet opplgste substanser) i en veeske, der den absolutte
temperaturen ved fryse-/smeltepunktet er direkte korrelert til konsentrasjonen (ng ml™) av lgste
stoffer i vaeska. Far oppstart av malinger, og etter hver tiende prave, ble instrumentet sjekket
opp mot en standardlasning (Accuref 290, Fiske Associates, MA, USA) som har en kjent verdi
pé& 290 ng mIL. Det ble gjennomfart minimum tre slike malinger, slik at man skulle veere sikker
pé at verdiene hadde stabilisert seg p& 290 ng mlI%, + 3. Alt av standardlgsning og praver som
ble analysert ble pipettert i en spesiallaget tube (Advanced Instruments, Inc., MA, USA),
plassert i maskinen. Det ble utfgrt to malinger av hver prgve for a4 oppdage eventuelle
feilmalinger. | de tilfellene der det var avvik pd mer enn 10 ng ml™*mellom parallellene, ble
flere analyser utfart. Verdiene presentert i resultatene er gjennomsnittet av minst 2 paralleller.

2.4.5 Kvantifisering av plasma kortisol
Som analyseverktgy ble det brukt Radioimmunoassay (RIA) i hendhold til protokoll utarbeidet
fra Schulz (1985) og validert av Tveiten et al. (2010). Metoden er basert pa en immunologisk

analysemetode som bruker radiomerkede molekyler i en trinnvis dannelse av
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immunkomplekser. Metoden kan brukes til & bestemme sma konsentrasjoner av hormoner,

medikamenter og smittestoffer i blod og urin (Schulz, 1985).

2.4.6 Eter ekstraksjon

Kortisol er et steroidehormon som lgser seg godt i organiske lasemidler og ble derfor ekstrahert
fra plasma ved bruk av dietyleter (DEE) far RIA analysen (Daughaday, 1959). Prgvene med
plasma ble tint, vortexet og 300 ul ble overfart til 16x125 mm glassrar. Hvert rar ble tilfart 4
ml 16 DEE for s a sette de pa 4 minutter spinn vortexet ved 1200 rpm i avtrekkskap. Etter
vortexing ble prgvene satt i stativ i rundt 2-3 minutter slik at vannfasen ble separert fra den
organiske (DEE) fasen. Steroidene vil da vare igjen i etheren slik at man kan fryse vannfasen
(plasmaet) ved hjelp av flytende nitrogen. Etter 15-20 sek i flytende nitrogen var vannfasen
fryst, fasen med de fettlgselige steriodene (etheren) ble sa dekantert over til 12x75 mm glassrar.
Rerene med DEE fasen ble sa satt i vannbad (45°C) i ca. 20-30 minutter. Dette far etheren til &
fordampe slik at glassrgrene inneholder kun steroider. For a sikre at all DEE var fordampet ble
rgrene blast med N2 Nar prgvene var helt tarre ble en RIA bufferlgsning tilsatt (900ul) som
inneholdt (1L: 1,0 g gelatin, 4,38 g NaH2PO4 + H20, 21,84 g Na2HPO4, 9 g NaCl, 1 ml Na-
azid (5 %), i MilliQvann). Deretter ble prgvene vortexet i ca. 15 sek og satt pa nytt i varmebad
(45 grader) i ca. fem minutter. Etter varmebadet ble prgvene vortexet pa nytt i ca. 15 sekunder

far de ble overfart til 2 ml eppendorfrgr og oppbevart ved -20°C til analysen ble gjennomfart.

2.4.7 Antistoff

Antistoffet rettet mot kortisol er karakterisert av Tveiten et al 2010. Lagringstemperatur var -
80°C og lagsningen var fortynnet 1:9 med RIA buffer. Like fer bruk ble antistoffet tint, og
fortynnet videre til brukslgsning. Brukslgsningen gav ca. 50 % binding (4000x fortynning) av

det radioaktivt merkede steroidet (i fraveer av ikke radioaktivt merket steroidet).

2.4.8 Radioaktiv merket steroid (tracer)

Radioaktiv kortisol var merket med tritium (3H) som er en radioaktiv isotop av hydrogen med
halveringstid pa 12,3 ar. Radioaktiv kortisol ble lgst i etanol og oppbevart i kjgleskap pa 4 °C
som mellomlgsning. En passe mengde radioaktiv kortisol (c. 4500 counts per minute
(c.p.m)/per 50 pl) ble fortynnet med RIA buffer like for analyse. Denne lgsningen gav en «total
count» (TC) c. 4500 cpm/50ul for analyse av kortisol. Til kontroll av radioaktivitet ble 600pl
RIA-buffer, 50ul lgsning (3H) og 7 ml tellevaeske (Ultima Gold XR scientillasjonsveeske) tilsatt

i to tellerar. Rarene ble forseglet, vortexet og méalt for B-straling i scintillasjonsteller.
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2.4.9 Stadardkurve

Til standardkurven ble det laget fra en stamlgsning av kortisol lgst i etanol (500ug/ml).
Stamlgsningen ble fortynnet i RIA-buffer til 40 ng/ml og merket S9. Standardkurven ble
generert ved a seriefortynne S9 (1:1) til S1 — 1ml fra S9 ble overfart et nytt rar merket S8 som
inneholdt 1ml RIA-buffer og blandet godt. Pa tilsvarende mate ble S8 fortynnet til S7 osv. til
S1.

2.4.10 Dextran coated charcoal (DCC)

DCC er laget av kull vasket i syre og dextran. DCC har som hensikt & absorbere frie antigen
som ikke er bundet til antistoff i analysevaesken «gamma counter» (NUGENT, MAYES &
Morrett, 1966). Lagsningen lages ved & blande aktivt kull (1,009) og Dextran T70 (0,1g) med
100 ml RIA-buffer. Blandingen rares pa is i ca. en time ved fgrstegangsbruk og deretter i 15

minutter med magnetrgrer om den blir staende.

2.4.11 RIA

Selve analysen ble utfert av en ansatt ved Universitetet i Tromsg, totalt ble det kjort 7 assay
fordelt pa 148 praver. Hvis prgvene hadde for hgye verdier til at de kom inn pa standardkurven,
ble de fortynnet og analysert pa nytt. Totalt 80 rgr (borosilikaglass) ble merket pa forhand og
deretter tilsatt Iasning i henhold til tabell 2, med to paralleller for hver prave. Rarene ble deretter

forsiktig ristet, dekket med aluminiumsfolie og inkubert ved 4°C over natten i kjgleskap.

Tabell 2. Viser tilsetninger til de ulike prevene i et assay. TC, Total count, TB, Total bound, NSB, Non spesific
bound, STD, standardlgsninger, Praver.

Buffer Standard Prave 3H Antistoff
TC 600 - - 50 -
B 100 - - 50 200
NSB 300 - - 50 -
Std. S1-S9 50 50 - 50 200
Prgve 1-30 - - 100 50 200

Etter minst 16 timers inkubering ble 300 pl DDC tilsatt alle rgr for & binde opp fritt antigen i
Igsningen. Etter inkubering i fem minutters ble rarene sentrifugert (4200rpm i fem minutter).
Dette resulterer i pelletering av kullet som inneholder det frie antigenet slik at supernatanten
(med antigen bundet til antistoff) kan dekanteres over i tellergr. Nar dette var gjort ble 7 ml
Ultima Gold tellevaeske tilsatt for & gjgre avlesning av radioaktiviteten i lgsningen mulig.
Tellingen ble utfart ved hjelp av av scintilllasjonteller for - straling (Tri-Carb 2900TR, Perkin
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Elmer, Illinois). Resultatet fra malingene ble lagt inn i regneark (Excel), Konsentrasjoner ble

beregnet med basis i standardkurven.

2.5 Beregning av gonadosomatisk indeks, vekstrate og kondisjonsfaktor
Gonadosomatisk indeks (GSI)

GSI er uttrykk for gonadens prosentvise andel i forhold til kroppsvekt, der G er gonadevekt

oppgitt i gram og W er kroppsvekten i gram. Beregnes ved hjelp av falgende formel:
GSI <G ) 100
=|—)*
w

Kondisjonsfaktor (K-faktor)

K-faktor er uttrykk for sammenhengen mellom lengde og kroppsvekt, der W er kroppsvekten i

gram og L er fiskens lengde i cm. Beregnet ved hjelp av felgende formel:

2.6 Analyse av genuttrykk

2.6.1 RNA ekstraksjon fra hodenyre, hjerne og hypofyse

Til ekstraksjon av RNA ble det brukt Trizol metoden. Stoffer brukt var trizol, isopropanol (2-
propanol), kloroform, nuclease free vann og etanol (80%). Vevspraver lagret pa RNAlater®
ved -80 °C ble tint og ca. 30 mg vev fra hodenyren ble overfert til 1,5ml tubes som inneholdt
1ml trizol. Hele hypofysen ca. 5 mg ble overfart pA samme mate som hodenyren. Hjernen matte
deles i 2 og legges i hver sin 1,5ml tubes som inneholdt 1ml trizol. Rgrene inneholdt keramiske
kuler fra en steril beholder som ved sentrifugering vil male opp vevsprgven til en homogen
vaeske. Homogeniseringen ble satt til 2 minutter i en Tissuelizer 11. Pravene ble sa sentrifugert
ved 12000 rpm/10 min/ 4°C. Supernatanten ble sa pipettert over i nye rgr og tilsatt 500 pl
kloroform pa 4°C. Prgvene ble sa satt pa vortex i 15 sekunder og inkubert pa romtemperatur i
5 minutter. Etter inkuberingen skulle pravene sentrifugeres pa nytt ved 12000 rpm/15 min/ 4°C.
| pafglgende steg ender man med tre faser i reagensrgret (vannfase (RNA), interfase (DNA,
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protein) og bunnfase (DNA, protein)). Pippiterte sa ut vannfasen ca. 500 pl til nye rer og
fortsatte med dette. Denne prosessen skulle repeteres en gang for & fa renere prgver. 500 pl
Precooled (-20°C) Isopropanol (2 propanol) ble sa tilfart, vortexet (ca. 15 sek.) og satt pa
inkubering i 30 min ved -20°C. | neste steg skulle pravene sentrifugeres ved 12000 rpm/10 min/
4°C slik at pelleten ble festet til bunden av rgret, dette var for a gjere den mer synlig og hindre
faren for at den ble ekstrahert ut med isopropanolen. 1ml Etanol (80%) ble sa tilsatt for a vaske
pelleten og sentrifugert ved 10000 rpm/5 min/ 4°C. Etanolen ble fjernet og steget ble repetert
en gang fordi det viser seg a gi bedre resultater og renere RNA. Prgvene skulle sa tarke i ca.
20-30 min etter etanolen var fjernet for a veere sikker pa at det ikke var etanol igjen i prevene.
Pelleten skulle sa opplases i 30 pl Nuclease free vann (ThermoFisher Science) og settes til

inkubering ved 55°C i ti minutter for & denaturere eventuelle proteiner i praven.

2.6.2 DNase behandling

Til DNase behandling ble det brukt TURBO DNA-free™ Kit fra Invitrogen. Prgvene fra
ekstraksjonssteget ble tilfgrt 3 pl 10x TURBO DNase™ buffer og 1 ul TURBO DNase™
enzym. Sa ble miksen forsiktig blandet sammen og satt pa inkubering ved 37°C i 20-30
minutter. Deretter skulle det tilfgres 3 pl av DNase inaktiverings reagent for & stoppe
reaksjonen. Prgvene skulle sa inkuberes i romtemperatur i 5 minutter og flikkes 2-3 ganger
underveis for a spre inaktiverings enzymet. Etter dette skulle prgvene sentrifugeres pa 10000
rom i 2 minutter for a fange genomisk DNA i bunden av rgret. Supernautanten som inneholdt
RNA ble sa overfert i en ny 1ml DNA lobind tube. Nanodrop metoden (ND-1000
Spectrophotometer, Saveen Werner) ble brukt for & male RNA-konsentrasjonen i prgven.
Maskinen maler mengde RNA mot mengde protein ved & male absorbansen ved 260 og 280
nm. En verdi pa >1,8 tilsier at preven ikke er kontaminert med protein. RNA pravene ble fryst

ved -80°C.

2.6.3 CcDNA syntese

Til syntese av cDNA ble det brukt High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit fra Applied
Biosystems. Mengden som skulle inn i reaksjonen var 200ng RNA. Pragvene ble derfor fortynnet
avhengig av konsentrasjon etter DNase behandlingen. Eksempelvis ble prgver som inneholdt
1000 ng/pL fortynnet med 1/10 og prgver med 4000 ng/pL ble fortynnet 1/40. RNA-prgven
skulle ikke overstige 9 pl, dette betad at RNA volumet kunne veere mindre dersom mengden
var nok til & fa 200 ng/ul, resterende mengde ble da erstattet med vann slik at RNA + dH-O til
sammen ble 9 pl. Til denne reaksjonen skulle det veere en mastermix pa totalt 11 pl (10 pl 20X

RT Buffer Mix og 1 pl 2X RT Enzyme Mix). Totalvolum i brennen skulle til sammen veere 20
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ul. 96-wellpalte ble sa forseglet med lokkstrips for at vesken ikke skulle fordampe under
inkubering. Rarene ble sa inkubert ved 37°C i 60 minutter og avsluttet pa 95 °C i 5 minutter
(Applied Biosystems GeneAmp® PCR Systems 2700). Rarene ble nedkjglt til 4 °C for provene
med cDNA ble overfart til lagring ved — 20°C.

2.6.4 Kuvantitativ real-time PCR

Polymerase chain reaction (PCR) er et veldig nyttig verktey for oppforming av spesifikke
DNA-sekvenser. Kvantitativ real-time PCR (RT qPCR) baserer seg pa denne metoden og
kvantifiserer samtidig mengde uttrykk av et spesifikt gen ved bruk av et fluoriserende
fargestoff. Fargestoffet vil binde til dobbeltradig DNA (dsDNA) og gke i farge proporsjonalt
med mengde PCR-produkter som produseres etter hver amplifiseringssyklus. Nar det er
signifikant gkning i fluorescens sammenlignet med bakgrunnssteyen vil en terskelverdi
(threshold) settes. Den signifikante gkningen av amplifiseringssyklusen farer til en overstigning
av thresholdet og kalles for tresholdsyklusen (Ct, treshold cycle). Betydningen av denne
overstigningen avgjer om det er lite eller mye komplementart DNA (cDNA) i praven. En lav
Ct-verdi betyr at genuttrykk i praven overstiger tresholdet etter fa amplifiseringskurver, praven
inneholder da mye cDNA. En hgy Ct-verdi vil bety mindre cDNA i prgven og dermed mindre
uttrykk av genet. Metoden er et effektivt verktoy for & male genuttrykk i “’real-time” i vev, blod
eller celler (Applied biosystems, 2010).

En amplifiseringssyklus er delt i tre deler, den farste er denaturering etterfulgt av amplifisering
og den siste reaksjonen er ekstensjon. Ved denaturering benyttes hgy temperatur for a separere
dsDNA til enkelttradig DNA (ssDNA). Amplifisering gjares for a gi komplementere DNA-
sekvenser og tilsatte primere, optimale forhold for & feste seg til det gnskede genet. Ved
ekstensjon gkes temperaturen til optimal temperatur for enzymet DNA polymerase som
pabegynner syntese av en ny DNA-trad i 5'- 3'retning (Applied biosystems, 2010). En forover
og én revers primer er ngdvendig for tilfesting av polymerasen til de komplementare sSDNA-
tradene (Kubista, 2007).

Fluorokromet brukt i dette forsgket var Fast SYBR™ Green Master Mix (science, 2020).
Fargestoffet avgir sterkere fluorescens nar det er bundet til dsSDNA, enn i ubundet form. For &
utelukke uspesifikk binding av SYBR® Green kan en smeltepunktsanalyse benyttes. Etter
avsluttet amplifisering gkes temperaturen slik at PCR produktene dissosierer og fargestoffet

lasner. Dette endrer fluorescensen. Endringen kan detekteres og framstilles grafisk slik at man
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kan sammenligne smeltekurver mot hverandre for & sammenligne uttrykte gener og utelukke
uspesifikke bindinger (Applied biosystems, 2010). RT gPCR bestar av RNA rensing, cDNA
syntese og real-time gPCR.

2.6.5 RTgPCR
Prevene med cDNA ble fortynnet 1:40 med Nuclease free vann. Primerne hadde en
brukslgsning pa 5 uM, som tilsvarer 0,25 uM per reaksjon. Mastermix ble blandet tilsvarende

falgende per reaksjon:

e 7,5 ul Buffer (inneholder Fast ®SYBR® Green fra Applied Biosystems)

e 1,25 ul Primer F

e 125l PrimerR
10 pl av mastermix ble tilsatt hver brann i en 96-brgnnsplate (MicroAmp Fast Optical 96-well,
Life Technologies) sammen med 5 pl cDNA, slik at totalvolumet per brgnn var 15 pl. Det ble
brukt én plate per malgen, og hver preve ble analysert i duplikater. | to brenner ble cDNA
erstattet med vann for & avdekke uspesifikk binding. Pravene ble analysert ved bruk av 7500
Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems, CA, USA). Program for RT gPCR foreligger
i Tabell 3

Tabell 3: Program Fast SYBR® Green Reagents for RT gPCR.

Steg Temperatur (°C) Varighet Syklusantall
Pre-PCR avlesning 50 2 min Hold
Denaturering 95 10 min Hold
Denaturering 95 15 sek 40
Amplifisering og ekstraksjon 60 1 min 40
Smeltekurve 95 15 sek kontinuerlig
60 1 min
95 15 sek
2.7 Primere

Som referansegen ble Actin, Elongeringsfaktor og 18s brukt. Disse har vist seg & ha mest stabilt
genuttrykk og er derfor godt egnet som referansegener for atlantisk laks (Lock et al., 2010) .
Primereffektivitet ble testet etter metoder beskrevet av Pfaffl (2001).
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Tabell 4. Primersekvenser, genbanknumre og primereffektivitet. Tabellen viser informasjon om primere brukt
i forsgket. Alle primere hadde en brukslesning pa SuM med brukskonsentrasjon pa 0,25uM.

Gen Primers  Sekvens (5'-3") Genbank nr. Effektivitet
Efl-a FP CGCCAACATGGGCTGG AF321836 2.0212
RP TCACACCATTGGCGTTACCA
B-actin FP CAGCCCTCCTTCCTCGGTAT BT059604 2.0314
RP CGTCACACTTCATGATGGAGTTG
Sal_18S FP TGTGCCGCTAGAGGTGAAATT AJ427629 1.9476
RP CGAACCTCCGACTTTCGTTCT
POMC Al FP TGGAAGGGGGAGAGGGAG AB462418 1.8164
RP CAGCGGAAGTGGTTCATCTTG
POMC B FP ACTAAGGTAGTCCCCAGAACCCTC AB462419 1.832
RP GCTACCCCAGCGGAAGTGA
11phsd2 FP GCTGCCTATACTCTGCCA Ikke spesifisert 1.8211
RP GCCTGTGATGAAGACAGC
GR1 FP ACCGCAGCAGAACCAACAG GQ179974 1.7835
RP TGGATCGATTCAAATCTGCAAT
GR2 FP TGTCCATGAGGACGGAGACA salmon _genome 1.8681
RP CCAATGTACCCTTCCTGATCCA
MC2R FP Ikke oppgitt Ikke oppgitt Ikke oppgitt
RP Ikke oppgitt Ikke oppgitt Ikke oppgitt
CRFla FP ACTTGATCCATTCCACAATCTTCAG NM_001141590 1.7922
RP GCGAATTTTGATTGGAGTTGTCA
CRF1b FP GTCCATCCATCCCACGATCTA Ikke publisert 2.0476
RP AAGTACTCCTCTCCTAGTCGCAGG

2.7.1 Behandling av data
Eliminering av uteliggere.
Et gkt niva av plasma kortisol som fglge av gjennomgatt smoltifisering er forventet
(McCormick et al. 2007: McCormick et al. 2019), men ved To hadde to av replikatene, K3 og
S3, plasma kortisol konsentrasjoner (c. 100 ng/ml) pa et niva som ikke er assosiert med

smoltifisering, men tilsier at fisken i disse karen allerede var stresset. Kortisolverdiene fra disse
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to replikatene (ved To) ble derfor utelatt fra den statistiske behandlingen og grafiske
framstillingen av data for plasma kortisol. Det var imidlertid ingen indikasjoner pa at
kortisolnivaet hos fisk fra disse replikatene var systematisk forskjellig fra de gvrige replikatene
ved uttakene etter transport (T2) og etter 23 timer sjgvannseksponering (T24). Ved disse uttakene
er derfor data fra alle replikatene inkludert i de statistiske analysene og den grafiske
fremstillingen. Tilsvarende evaluering/sammenligning av uttrykksdata tilsa at det ikke var noen
systematisk effekt pa genuttrykk hos fisk fra K3 og S3 ved noen av uttakene. Fglgelig ble data
fra alle replikater og alle uttak inkludert i de statistiske analysene og den grafiske fremstillingen
av genuttrykk. Se Resultater for ytterligere detaljer.

Data fra RT gPCR ble analysert ved bruk av metode utarbeidet av Pfaffl (2001). Den
matematiske modellen er avhengig av effektiviteten til et gitt referansegen (Eref) og
effektiviteten til et spesifikt malgen (Ema). Ligning 3 brukes til utregning av et malgens relative
endring i forhold til et referansegen. ACt er differansen mellom gjennomsnittet av Ct-verdiene
for referansegenet eller malgenet, og Ct-verdiene for hvert enkelt individ. ACt settes inn i
ligning 3 sammen med primereffektiviteten og man kan regne ut ratio for endring av genutrykk

av malgenet i forhold til referansegenet (Pfaffl, 2001).

Formel 1. Ligning 3 (Pfaffl, 2001)

ACt (calibrator—test)
(Etarget)” " target

Expression Ratio = ER = (Ereference) Clreference(calibrator=test)

2.8 Statistisk analyse og grafisk fremstilling
All data fra forsgket ble bearbeidet i Microsoft Excel fra 2011

Statistisk analyse ble utfert ved hjelp av IMB SPSS Statistics (ver. 1.0.0) for Windows. En
Shapiro-Wilk test ble brukt for a teste data for normalfordeling, og en Brown-Forsyth test for a
teste lik varians. Signifikansniva 0,05 ble brukt. Om ngdvendig ble data log-transformert for a
megte forutsetningene om normalfordelte data for & kjgre en parametrisk ANOVA (analysis of
varianc) (Girden, 1992; Miller Jr, 1997; Tabachnick & Fidell, 2007). Normalfordeling ble
testet ved en treveis ANOVA for & avgjere statistisk signifikans mellom tid, behandling (S/K)

og kjenn. Backward elimination ble brukt for a fjerne de faktorene som ikke var signifikant i
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ANOVA, for & styrke eventuelle signifikante forskjeller (Dunkler, Plischke, Leffondré &
Heinze, 2014). Dersom p-verdiene indikerte signifikante forskjeller, ble en Bonferroni post
hoc test kjart for & avgjare hvor det var forskjeller mellom gruppene og tidspunktene. Om
ikke data tilfredsstilte kravene til parametrisk statistikk, ble en Kruskal-Wallis faktor ANOVA
og en Dunn’s post hoc test brukt, med signifikansniva 0,05. Replikatene for To og genuttrykk
crflb og 11bhsd2 besto ikke Brown-Forsyth test for lik varians. Det ble testet for statistisk
signifikans mellom behandling (steril og kontroll) og kjgnn. Data blir fremstilt som

gjennomsnitt £ SEM.
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3 Resultater

3.1 Gonadosomatisk indeks og vektutvikling

Gjennomsnittlig lengde (cm), vekt (g), kondisjonsfaktor og gonadosomatisk indeks (GSI) for
kontroll (K) og steril (S) fisk far stress (To) og etter stress (T2 og T24), er presentert i Tabell 5.

Tabell 5. Gjennomsnittlig vekt (g) £ SEM, lengde (cm), Kondisjonsfaktor og gonadosomatisk indeks (GSI) fra
béde kontroll (n=8-30) og steril (n=8-28) ved uttak To, T2 0g T24. Ulike sma og store bokstaver angir signifikant
(P<0,05) forskjeller mellom ulike kategorier (steril, kontroll og moden kontroll) hos henholdsvis hann (sméa
bokstaver)- og hunnfisk (STORE bokstaver) innenfor ett maletidspunkt (h.h.v To, T> 0g T24). Verdiene er presentert
som gjennomsnitt £SEM. M: hannfisk Steril og kontroll/lumoden, F: hunnfisk steril og kontroll og MM:
kjgnnsmoden han (n=30) og UM: umoden hann (n=24) totalt mellom alle uttakene.

Gruppe Lengde (cm) Vekt (g) Kondisjon GSI %
Kontroll MM: 30,6 0,76 415,2 +0,03 1,41£01 0,14c + 0,01
Kontroll MU: 30,1+ 0,51 356,0 + 0,03 1,28 +0,1 0,05b + 0,01
To
Steril M: 29,6 + 0,47 337,2+0,02 1,29+0,1 0,02a + 0,03
Kontroll F: 29,3+ 0,65 317,5+0,03 1,30+£0,1 0,14B + 0,04
Steril F: 28,7 +0,61 305,1+0,03 1,30£0,1 0,02A +0,03
Kontroll MM: 30,9+0,2 404+ 24 1,37¢ £ 0,1 0,11c+0,1
Kontroll MU: 30,6 £0,2 367,8+2,6 1,170+ 0,1 0,04bx 0,05
T
Steril M: 30,0£0,2 356,3 +2,3 1,34a+ 0,1 0,03a + 0,03
Kontroll F: 29,3+0,2 3142 +2,1 1,21+£0,1 0,14B + 0,06
Steril F: 29,3+0,2 3259+1,8 1,28 £0,1 0,01A +0,07
Kontroll MM: 30,0£0,2 396,1+2,5 1,40c £0,1 0,15¢ + 0,05
Kontroll MU: 29,1403 31,0+ 24 1,180+ 0,1 0,05b + 0,03
= Steril M: 29,8+0,2 351,9+2,0 1,29a+0,1 0,03a + 0,06
Kontroll F: 29,7402 322,6 £2,0 1,23+0,1 0,13B + 0,08
Steril F: 29,5+0,2 3209+1,5 1,24 +0,1 0,01A + 0,06

Gjennomsnittlig vekt og lengde viste ikke signifikant forskjell mellom uttakene (To, T2 0g T24)

for kontroll og steril, og det var heller ingen effekt av kjgnn (SM vs. Kontroll hann umoden
(KMU) og kontroll hann moden (KMM), SF vs. KS og M vs. F) pa disse parameterne. Det ble
ogsa testet for forskjeller i GSI mellom SM, KMM og KMU og SF vs. KS samt for interaksjoner



mellom uttak og behandling, hvor GSI var signifikant lavere for S sammenlignet med K hos

begge kjgnn og ved alle uttak (tabell 5).

Ved To, T2 (transport) og Tas ble det observert til sammen 30 hannfisk med begynnende
kjgnnsmodning (KMM) i kontrollgruppen av totalt 154 hannfisk tilsvarende 19,5 %.
Gonadosomatisk indeks for S var signifikant lavere sammenlignet med K hos begge kjgnn og
ved alle uttak (Tabell 5). KMM hadde et samlet snitt pa 0,13 i GSI for alle uttakene som var
signifikant hgyere enn KMU som hadde en GSI pa 0,05 (tabell 5). Sett alle uttakene under ett
var kondisjonsfaktoren hos KMM signifikant hayere enn hos resten av hannfiskene. Ved To var
kondisjonsfaktoren for S ikke signifikant forskjellig fra K og ikke pavirket av kjgnn. Det var
derimot en signifikant forskjell i kondisjonsfaktor etter T og T24 mellom KM og SM. KM
hadde en kondisjonsfaktor pa 1,17 etter T transport mot 1,34 for SM. For 24t var KSF 1,18
for KM mot tilsvarende 1,29 for SM (tabell 5).

Av alle registrerte KMM var det ved en tilfeldighet fa individer som ble samplet til analyse.

KMM hadde derfor ingen statistisk «power» og er derfor med som en del av KM.

3.2 Kortisol

Plasma kortisol var signifikant forhgyet (c 100ng/ml) i to av replikantene, en i kontrollgruppen
(K3) og en i sterilgruppen (S3), pre-stress (figur 4). Slike plasma kortisol konsentrasjoner er
klart assosiert med fisk som er stresset og det ble derfor valgt a utelate kortisolverdiene for disse
to replikantene fra den statistiske analysen da det er lite trolig at de representerer et reelt pre-

stress niva av kortisol (se materialer og metoder for ytterligere detaljer).
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Figur 3. Plasma kortisol ng ml*for A) Steril hann og hunnfisk og B) Kontroll hann og hunnfisk ved
maletidspunkt T, (pre-stress). Replikat S1 (n = 8), S2 (n=8), S3 (n=8), K1 (n=8), K2 (n=9) og K3

(n=9). Oppgitt antall er angitt som en total for hvert replikatene i en gruppe. Verdiene er presentert
som gjennomsnitt £ SEM.

Det var ingen signifikant forskjell i konsentrasjon av plasma kortisol mellom S og K pre-stress

selv med replikatene K3 og S3 inkludert. Ekskluderer man dem var plasma kortisol pa h.h.v

(22,5 ng ml*for S) og K (20,0 ng ml* for K). Forskjellene mellom kjgnn og gruppe var heller

ikke signifikante (figur 5). Hverken kjgnn eller gonadestatus hadde noen signifikant effekt pa

plasma kortisol konsentrasjon ved T (pre-stress); SM (22,5 + 2,9 ng ml'), KM (17,8 + 3,3 ng
ml?), SF (22,5 + 2,9 ng mlI™Y) og KF (22,1 + 2,7 ng ml) var heller ikke signifikante (figur 5).
For KMM sa det ut til at kortisol var forhgyet (84,5 + 3,6 ng ml™) men ble kun malt pa 2

individer (ikke vist i figur 5).
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Figur 4. Plasma kortisol (ng ml) for steril (S) og kontroll (K) hann og hunnfisk ved maletidspunkt To (pre-stress)
Verdiene fra K3 og S3 er utelatt (se M&M for ytterligere detaljer). Verdiene er representert som gjennomsnitt £

Undersgkelse av kortisolnivaet i de ulike replikatene ved T. transport og Tos
sjgvannseksponering ble det imidlertid ikke funnet noen systematiske forskijeller i kortisolniva
hos fisk som hadde sin opprinnelse fra disse to replikatene. Etter T4 var det noen mer variasjon
mellom replikatene for hunnfisk, men disse er valgt a ta med da slike nivaer kan forventes etter
pafelgende sjgvanseksponering. Kortisolverdier fra alle replikatene er derfor inkludert ved

disse uttakene.

Etter transport (T2) hadde kortisolnivaet gkt signifikant fra pre-stress hos alle kategorier fisk
(figur 6). Videre var det heller ingen signifikant forskjell mellom SM (270,2 ng ml*) og KM
(275,8 ng mlI™Y), SF (324,1 ng mI™) og KF (311,1 ng ml?) etter T transport (figur 6A, B). Bade
SF og KF hadde hgyere plasma kortisol enn SM og KM, men det ble ikke funnet noe signifikant
effekt av kjenn. Dette uttaket hadde flest modne hanner (gjennomsnittlig GSI pa 0,12%) pa
totalt 10 individer. Modningen hadde ingen signifikant effekt pa plasma kortisol og var (255,8
+ 3,1 ng mlt hos KMM).

Etter sjgvannseksponering T4 var kortisolnivaet redusert signifikant fra T, for S og K. Bade
SM (37,3 ng mIY) og SF (58,7 ng mIY) hadde signifikant lavere plasma kortisol enn h.h.v KM
(64,3 ng mIt) og KF (98,2 ng mlY) etter T, (figur 6A, B). Her var det ogsa en del KM med
begynnende modning. Totalt 15 individ med en gjennomsnittlig GSI pa 0,13. Det ble ved en
tilfeldighet utfert RIA pa kun en kjennsmoden hannfisk fra dette uttaket med plasma

kortisolniva pa 70,48 ng ml™,
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Figur 6. Plasma kortisol (ng ml™?) for A) steril hannfisk (SM) vs. Kontroll hannfisk (KM) og B) steril hunnfisk
(SF) vs. kontroll hunnfisk (KF) ved maletidspunkt To, T> 0g T4 for kontroll (n=63), steril (n=75). Ulike store
bokstaver angir signifikant forskjeller (P<0,05) mellom maletidspunktene innenfor samme gruppe. Ulike sma
bokstaver angir signifikante forskjeller (P<0,05) mellom gruppene innenfor maletidspunkt. Tall i sgylene
representerer antall individ fra hvert uttak. Verdiene er presentert som gjennomsnitt + SEM.

3.3 Plasma klorid og osmolalitet
Fisken viste ingen signifikante forskjeller i plasma klorid mellom S og K ved uttak To (figur 7A,
B). Begge gruppene 1& mellom 136 og144 ng ml™t ved To. Videre undersgkelse viste ingen

signifikante forskjeller hverken mellom replikater eller kjgnn i gruppene (figur 7A, B) ved dette
uttaket.

Noe mer variasjon var a finne etter T,, SM og SF hadde en signifikant reduksjon i plasma klorid,
h.h.v (141 ng mI til 130 ng mI2) for SM (figur 7A) og (144 ng ml™ til 133 ng mlI) for SF (figur
7B). Kontrollgruppen hadde ingen signifikant reduksjon i plasma klorid etter T, h.h.v (137 ng mlI°
Ltil 132 ng mlI) for KM (figur 7A) og (136 ng ml™ til 131 ng mlIY) for KF (figur 7B).
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Sammenligning av plasma klorid fra T, viste ingen signifikant forskjell mellom gruppene (S og K),

kjgnn eller replikater.

Variasjon var ogsa a finne etter T4 der signifikante forskjeller ble malt i plasma klorid hos SM
og KM sammenlignet med malingen fra T2. SM plasma klorid (130 ng mI™ til 144 ng mI%) og
KM (132 ng ml? til 145 ng mlY), (Figur 7B). Forskjellen mellom SM, og KM var ikke
signifikant forskjellig fra hverandre og heller ikke mellom replikatene etter T24. Hos SF og KF
var det ogsa en signifikant gkning i plasma klorid etter T4 sammenlignet med maling gjort ved
Ta, h.h.v (133 ng miI? til 144 ng mIY) for SF og (130 ng ml? til 145 ng ml?) (figur 7B).
Sammenligning av plasma klorid fra T4 viste ingen signifikant forskjell mellom gruppene (S og

K), kjenn eller replikater.

30



155

150

145

140

135

130

Klorid i ng ml*

125

120

115

150

145

140

135

130

Klorid i ng ml*

125

120

115

Figur 7. Plasma klorid (ng ml?) for A) hannfisk og B) hunnfisk ved maletidspunkt To, T 0g T4. Ulike store
bokstaver angir signifikant forskjeller (P<0,05) mellom maletidspunktene innenfor samme gruppe. Tall i sgylene
representerer antall individ fra hvert uttak. Verdiene presentert som gjennomsnitt £ SEM.

Plasma osmolalitet viste ingen signifikante forskjeller mellom S og K ved uttak To (figur 8A,
B). Begge grupper 1a mellom 321 og 316 ng ml. Videre undersgkelse viste ikke signifikante

forskjeller hverken mellom replikater eller kjgnn i gruppene (figur 8A, B).

Det var ingen signifikante forskjeller i plasma osmolalitet for S og K etter T2 (figur 8A, B).
Sammenligning av plasma osmolalitet viste heller ingen signifikant forskjell mellom gruppene
(S og K), kjgnn eller replikater (figur 8A, B). Fra To til T> var det ingen signifikante endringer
i plasma osmolalitet for hverken S eller K. Hos SM (321,6 ng mI™ til 325,6 ng ml), KM (323,2
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ng ml til 318,4 ng ml™), SF (324,2 ng mItil 330,5 ng ml) og KF (326,7 ng mI™til 324,3 ng
ml?) (figur 8A, B).

Etter T24 var det ingen signifikant forskjell i plasma osmolalitet sammenlignet med malingene
fra T2 h.h.v 323,5 ng mI™ hos SM, 327 ng mI™ hos KM, 327,5 ng ml hos SF og 325,2 ng ml*
hos KF. Ingen signifikante forskjeller ble malt mellom replikatene for S og K. Forskjeller
mellom kjgnn, samt effekt av kjgnnsmodning ved begge uttak (T2 og T24) ble testet, men ga

ikke signifikante resultater.
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Figur 8. Gjennomsnittlig osmolalitet (ng mI™) i plasma for A) hannfisk og B) hunnfisk ved maletidspunkt To, T
0g T2a. For kontroll M (n=46) og kontroll F (n=53), steril M (n=41) og steril F (n=70). Tall i saylene representerer
antall individ malt ved hvert uttak. Verdiene presentert som gjennomsnitt + SEM.
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3.4 Genuttrykk HPI-aksen

Ved a undersgke genuttrykket hos fisk fra de ulike replikatene fra alle uttakene (To, 0g T24) ble
det oppdaget systematiske forskjeller i genuttrykk hos fisk pa replikatene fra samme kar som
hos kortisol (K3 og S3), disse ble derfor utelatt

Pre-stress (To) var det kun en signifikant forskjell mellom S og K i utrykk i hjernen. Utrykk av
crfla var signifikant hgyere hos KM sammenlignet med SM (figur 9A). Videre ble ingen

signifikant forskjell malt mellom gruppene (S og K), kjenn eller replikater.

| perioden mellom Too0g T24, var det en liten gkning i uttrykket av crfla i hjernen for SM og
KM, uten noen signifikans (Figur 9A, B). Det var derimot en signifikant gkning i utrykket av
crflb for KM etter To4 (figur 9B), mens gkning ikke var signifikant for SM. For utrykket av
crfla og crflb for SF og KF var det ingen signifikans mellom uttakene eller gruppene. Crfla
har en liten nedgang i utrykk for SF fra To til T24 mens for KF er det en liten gkning (figur 9C).
Utrykket av crflb gkte i begge hunfisk (S og K) fra To til T4 (figur 9D). Det var ingen
signifikant forskjell mellom S og K, og man kan heller ikke finne signifikante forskjeller

mellom hverken uttak eller kjgnn for noen av genene (Figur 9).
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Figur 9. Relativt genuttrykk for A) crfla hannfisk, B) crflb hannfisk, C) crfla hunnfisk og D) crflb hunnfisk ved
maletidspunkt To og T2a. For kontroll M (n=20-22), kontroll F (n=17-19), Steril M (n=25-30) og steril F (n= 14-
18). Ulike store bokstaver angir signifikant forskjeller (P<0,05) mellom maletidspunktene innenfor samme gruppe.
Ulike sma bokstaver angir signifikante forskjeller (P<0,05) mellom gruppene innenfor maletidspunkt. Verdiene er
presentert som gjennomsnitt £ SEM.

| hypofysen var det en liten nedgang i uttrykk av pomca og pomcb fra To til T4 for SM og
KM. Her var det ingen signifikant gkning mellom maletidspunkt eller gruppene (figur 10A,
B). For utrykk av pomca var det ogsa en liten nedgang bade hos SF og KF, men ikke
signifikant hverken mellom maletidspunktene eller gruppene (figur 10C). Nar det gjaldt
utrykket av pomcb var det mer variasjon mellom SF og KF. SF viste en liten gkning i pomcbh
fra To til T24, mens for KF var det en liten reduksjon i utrykket i samme periode, uten at

forskjellen var signifikant (figur10D).
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Figur 10. Relativt genuttrykk for A) pomca hannfisk, B) pomcb hannfisk, C) pomca hunnfisk og D) pomch
hunnfisk ved maletidspunkt To og T4 for kontroll M (n=20-22), kontroll F (n=17-19), Steril M (n=25-30) og steril
F (n= 14-18). Det var ingen signifikant forskjell hverken mellom maletidspunkt eller steril og kontroll for pomca
og pomch. Verdiene er presentert som gjennomsnitt £ SEM.

Utrykket av grl i hodenyren hos SM og KM varierte lite bade mellom gruppene og
maletidspunktene, og er presentert i figur 11A. Det samme gjaldt for utrykket av gr2 i begge
gruppene, liten til ingen endring mellom maletidspunktene (figur 11B). Mc2r var mer utrykt
og hadde en liten gkning bade hos SM og KM fra Ty til sluttmaling etter T4, presentert i figur
11C. En signifikant gkning ble derimot observert for utrykket av 11bhsd2 i KM fra start til
sluttmaling etter T4 (figur 11D). Etter T4 var det en signifikant forskjell mellom uttrykk av
11bhsd2 hos SM og KM (figur 11D). Videre ble ingen signifikant forskjell malt mellom S og

K, kjgnn eller replikater.
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Figur 11. Relativt genuttrykk for hannfisk i hodenyre A) grl, B) gr2, C) mc2r og D) 11bhsd2 ved maletidspunkt
To 0g Tos. for kontroll M (n=20-22), kontroll F (n=17-19), Steril M (n=25-30) og steril F (n= 14-18). Ulike store
bokstaver angir signifikant forskjeller (P<0,05) mellom maletidspunktene innenfor samme gruppe. Ulike sma
bokstaver angir signifikante forskjeller (P<0,05) mellom gruppene innenfor maletidspunkt. Verdiene er presentert
som gjennomsnitt £ SEM.

For FS og FK var det en liten nedgang i utrykk av grl i hodenyren etter T24. Det ble ikke malt
noen signifikant endring hverken mellom gruppene eller maletidspunktene (figur 12A). Det
samme gjaldt utrykket av gr2, med en liten nedgang fra To til T24 (figur 12B). Mc2r var mer
utrykt og hadde en liten, men ingen signifikant gkning bade hos SF og KF fra Ty til sluttmaling
etter To4 (figur 12C). For 11bhsd2 ble det ogsa malt gkning mellom maletidspunkt T2 og Toa,
men det var hverken signifikant forskjell mellom maletidspunktene, gruppene (S og K) eller

replikater (figur 12D).

36



A-GR1 hunnfisk B-GR2 hunnfisk

3,0 3,0
225 223
£ 20 £ 20
= S}
> 1,5 > 1,5
8 1,0 ® 1,0
& 05 & 0,5
o M1 B ™ & o M1 Bl = =
Steril Kontroll Steril Kontroll Steril Kontroll Steril Kontroll
To T24 TU T2
C-MC2R hunnfisk D-11Bhsd2 hunnfisk
3,0 3,0
EZ,S 225
£20 £2,0
S5 S
= > 1,5
810 & 1,0
[¢5) [5)
X 0,5 @ 0,5 I_I_I |+|
0,0 0,0
Steril Kontroll Steril Kontroll Steril Kontroll Steril Kontroll
T, Taa T, T2

Figur 12. Relativt genuttrykk for hunnfisk i hodenyre A) gr1, B) gr2, C) mc2r og D) 11bhsd2 ved maletidspunkt
To 0g Tas for kontroll F (n=17-19) og steril F (h= 14-18). Det var ingen signifikant forskjell hverken mellom
maletidspunkt eller steril og kontroll for hunnfisk i hodenyren. Verdiene er presentert som gjennomsnitt + SEM.
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4 Diskusjon

En oppdrettsfisk ma i lgpet av livssyklusen klare & handtere flere utfordrende behandlinger som
transport, miljgforandring, predator, sortering, avlusning, daglig rgkting m.m. Gjennom avl har
det blitt selektert ut individer for & forbedre produksjonsegenskaper som er fordelaktig under
oppdrettsbetingelser slik som sykdomsresistens, sen kjgnnsmodning og stresstoleranse for a
nevne noen (Fevolden et al., 1991; Friars et al., 1995; Storset et al., 2007).

Hos pattedyr er det godt dokumentert at deler av HPG-aksen kan pavirke aktiviteten i HPA-
aksen (HPI-aksen for fisk) (Chellakooty et al., 2004; Fuzzen et al., 2011; Maeda & Tsukamura,
2006; Solomon & Herman, 2009). Selv om lite forskning har blitt utfert pa effekter av GnRH
eller GTHs pa HPI-aksen, er det funnet som nevnt innledningsvis at kjgnnssteroider kan ha en
effekt pa HPI aksen, hvor blant annet eksponering til 11KT viser en hemmende effekt pa nivaet
av ACTH og kortisol i plasma (Pottinger et al., 1996; Tveiten et al., 2010).

Gjennom forskningsprosjektet «Salmosterile» har det blitt utviklet en atlantisk laks, hvor en
forutsetter at bortfall av kjgnnscellelinjen resulterer i et sterilt individ. Siden fisken ikke har
blitt holdt til «vanlig» alder (3+ ar) for kjgnnsmodning kan man ikke formelt si at fisken i dette
forsgket er funksjonelt steril. Ordet «steril» er derfor brukt i denne oppgaven under
forutsetningen om at bortfallet av kjgnnscellelinjen resulterer i sterilitet. | denne sammenhengen
kan det legges til at i denne oppgaven ble begynnende modning ved «vanlig» alder (ca. 2 ar
under oppdrettsbetingelser) observert c. 20 % av hannfisk i kontrollgruppen. Tilsvarende
verdier 1 sterilgruppen var 0%, noe som underbygger forutsetningen om at bortfall av
kjgnnscellelinjen gir varig sterilitet frem til «vanlig» alder for kjgnnsmodning. Hvordan laks
uten kjennsceller blir pavirket av produksjonsrelatert stress er interessant fra et vitenskapelig
stasted med hensyn pa interaksjoner og integrering av fysiologiske signaler mellom HPI- og

HPG-aksene, men ogsa i en fremtidig produksjonssammenheng for oppdrettsnaringen.

4.1 Reproduktiv status

Gjennom et annet forsgk/i forkant av transport testen ble de samme gruppene med fisk S og K
fulgt gjennom en standardisert smoltifisering protokoll med 8 uker vinterstimuli (6 timer lys,
6°C) med pafelgende 6 uker med pa 24 timer lys og 10°C. Fisken var smoltifisert og

osmoregulerte godt ved starten av forsgket (Jenssen, 2020).

Resultatene 1 Tabell 5 viser en signifikant forskjell i gonadosomatisk indeks mellom K og S
bade hos hann- og hunnfisk. Hos KM er GSI om lag det dobbelte av SM, mens hos KF er GSI
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rundt det femdobbelte av det en finner hos SF. Forskjellen er signfikant og GSlen indikerer et
bortfall av kjgnnsceller hos den sterile fisken for begge kjgnn. Tidligere studier viser at bortfall
av kimceller, bekreftet bade molekylart og histologisk (figur 2, materialer og metoder),
resulterer i en GSI hos begge kjgnn slik som det ble observert i dette forsgket (H. Tveiten pers.
med.). | en annen del av forsgket ble bortfallet av kjgnnscellelinjen undersgkt ved a se pa
genuttrykk av kjgnnscellemarkgrene (Dnd og Vasa) (Raz, 2003). Manglende uttrykk av Dnd
og Vasa i gonader hos bade hann og hunnfisk i sterilgruppen underbygger oppfatningen om at

den undersgkte fisken var uten kjgnnsceller.

Av totalt 247 makroskopiske observasjoner av gonadene ved To, T2 0g T2s, var det visuelle tegn
pa begynnende modning hos 30 individer av KM, men om man ser pa GSI ut i fra Melo et al.
(2014) beskrivelse, er det 41 KM med en GSI over 0,5. Alle individene fra kontroll hannfisk
blir som nevnt i resultatdelen referert som KM, da det ikke var noen statistisk «power» i sa fa
samplede individer med registrert kjgnnsmodning. De enkeltindividene som ble samplet til
blodprgve og organuttak med begynnende kjgnnsmodning, hadde ingen signifikant forskjell fra
KM i noen av de undersgkte parameterne, bortsett fra 2 tilfeller ved To og et fra T24 hvor plasma
kortisol var signifikant forskjellig fra KMU og SM. I tilfelle kjgnnsmodning er det flere studier
som beskriver hvordan dette kan ha negative effekter pa fisken, hvor Fjelldal et al. (2018) og
Oppedal et al. (2003) refererer til en negativ effekt pa osmoregulering, samtidig som Fuzzen et
al. (2011) og Tveiten et al. (2010) beskriver mulige effekter pa HPIl-aksen under
kjennsmodning. Datagrunnlaget i dette forsgket ble for lite til 2 konkludere noe med hensyn pa

virkningsgrad av kjgnnsmodning under stress.

Kondisjonsfaktoren i atlantisk laks er i flere studier funnet til & kunne variere avhengig av arstid
og status (smolt/kjgnnsmodning) (Bolger & Connolly, 1989; Nash et al., 2006), med hgyere
kondisjonsfaktor om sommeren/hgsten nar vannet er varmet og veksten stor, sammenlignet
vinter/var (Juell et al., 1994). Fisk med pavist kjgnnsmodning ga uttrykk i hgyere
kondisjonsfaktor og gkt vekt blant KMM noe som er forventet (Bolger & Connolly, 1989).
Kondisjonsfaktoren var 1,4 for KMM og signifikant hgyere enn KMU og KF pa 1,2 og h.h.v S
med 1,3. Etter To var ikke kondisjonsfaktoren for S signifikant forskjellig fra K.

En kondisjonsfaktor under 0,9 er en indikasjon pa avmagret fisk (Noble et al., 2018; Stien et
al., 2013). Laks kan bli avmagret av ulike grunner som sykdom (Hjeltnes et al., 2016),
ufullstendig smoltifisering (Heggberget et al., 1992), lakselus (Tveiten et al., 2010) og stress
(Tort, 2010). I et studiet av Vindas et al. (2016) ble det oppdaget at hjernes serotoninproduksjon
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er forhgyet i utmagret fisk noe som farer til at fisken ikke responderer pa ytterligere stress.
Videre mener Vindas et al. (2016) at dette indikerer en depresjonslignende tilstand hos fisken.
Selv om kondisjonsfaktoren var signifikant forskjellig mellom SM og KM etter transport (T2)
og etter sjgvannseksponering (T4) er det ingen studier som papeker at disse verdiene skal gi
utslag pa darligere evne til stresshandtering. Som nevnt over er Bolger og Connolly (1989)
beskrivelse av varierende kondisjonsfaktor som falge av temperatur, arstid og status en faktor
a ta i betrakting hvor 1,6 ofte er a finne i slakteklar fisk og en reduksjon mot 1,2 i

smoltifiseringsprosessen.

4.2 Kortisol

Oppdrettsfisk blir etter endt smoltifisering transportert fra settefiskanlegg til matfiskproduksjon
pa hav via brgnnbat. Dette er en av de starste utfordringene laksen utsettes for gjennom sin
livssyklus. Transportetappen varierer i lengde avhending av avstand til oppdrettsanlegget og
med dette ogsa varigheten av stressoren. En god evne til & handtere denne utfordringen er med
andre ord viktig for & lykkes med et liv i sjg. En slik etappe ble simulert i dette forsgket hvor

To var pre-stresset fisk, T2 var selve transporten og T4 var etter sjgvannseksponering.

Malet med forsgket var a se pa effekten av ulik typer stressbehandling med hensyn til plasma
kortisol hos steril og kontroll fisk. Stress skulle paferes i form av en simulert transport
pafelgende av et utsett pa sjg, lik det som skjer ved et vanlig smoltutsett. Pre-stresset (To)
plasma kortisol ble malt far oppstart av forsgket og 1a innenfor hva man betegner som normalt
hvileniva hos smoltifiserende laksefisk (Iversen & Eliassen, 2009; McCormick et al., 2007),

gitt fjerning av «uteliggerne» replikat K3 og S3.

Det kunne se ut som det var en sammenheng mellom kar-plassering og tidspunkt for uttak med
hensyn pa kortisolniva. Kar plassert lengst inn i rommet (figur 3) hadde totalt sett et hgyre
plasma kortisol niva og ble samplet dagen etter kar 1-3. | perioden forsgket pagikk ble
strammen brutt mellom uttakene fra To, noe som trolig har pafart fisken stress (Oppedal et al.,
2003). De gkte plasma kortisolnivaene kan veere en pafglgende konsekvens av strambruddet,
men uforutsette faktorer som temperaturfall eller utilsiktet handtering/forstyrrelser i rommet
kan heller ikke utelukkes.

Som nevnt tidligere kan man ikke si noe om kjgnnsmodning ved Ty da det var for fa individer
i denne kategorien. For de to individene som ble malt var plasma kortisol pa h.h.v 115,87 ng

ml™ og 53,21 ng mlI™%, hvor sistnevnte viste nivéer en kan forvente under smoltifisering (Arnesen
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et al., 1998; Heggberget et al., 1992). Ut ifra resultatene pre-stress (To) er det liten til ingen
forskjell mellom kortisolnivaene hos S og K. Begge grupper har verdier ifalge Heggberget et
al. (1992); McCormick et al. (2007) et kortisolniva under det som kan forventes av

smoltifiserende laksefisk.

Etter endt T (transport) viste bade S og K en signifikant gkning i plasma kortisol som falge av
en pafart stressor, noe som indikerer en allostatisk belastning pa fisken og en pafalgende primeer
stressrespons (Madaro et al., 2015; Wendelaar Bonga, 1997). Kortisolnivaene hos begge
grupper var nesten 10x sa hgye sammenlignet med To, men ingen signifikant forskjell ble
registrert mellom S og K. Som nevnt innledningsvis er stressrespons en naturlig endokrin
mekanisme som hjelper organismen med handtering av en potensiell livstruende situasjon, og
sa lenge den er adaptiv har den evne til & gjenopprette homeostase (Barton & lwama, 1991;
Wendelaar Bonga, 1997). Utfaringen av en slik simulert transport (T2) er sveert relevant sett i
en kommersiell sammenheng, og gir en fin indikator pa stresstoleransen hos sterilfisk
sammenlignet mot kommersiell oppdrettsfisk. Flere studier papeker de negative konsekvensene
kortisolsekresjon kan pafgre som blant annet sjgvannstoleranse (Tort, 2010), vekst (Mommsen
etal., 1999), og overlevelse (Barton & Iwama, 1991; Mommsen et al., 1999; Wendelaar Bonga,
1997). Hos S og K var det ikke signifikant forskjell i plasma kortisol etter T» og verdiene er
betraktet som forventet ved en slik behandling. Samtidig styrkes disse forventningene av flere
tidligere studier som viser samme resultater (Erikson et al., 1997; Iversen et al., 2005;
Sandodden et al., 2001).

Siste delen av forsgket var et simulert utsett pa sjg referert som T2a. Her var resultatene noe mer
interessante. | enkelte replikater var det store forskjell hos SF og KF, men ikke for SM og KM.
Bade SF og KF hadde et kar hvor kortisolnivaet skilte seg ut fra resten. Siden dette ikke ga
utslag pa hannfisken i samme kar skyldes dette mest sannsynlig tilfeldig variasjon og/eller
sakalte «high responders» (Iversen et al., 2005; Madaro et al., 2015; Tort, 2010). Flere studier
papeker muligheten for at stressrelaterte signaler, enten via alarm feromoner eller kortisol som
frigjares via gjellene, urin eller faeces kan overfgres mellom individene (Ruane & Komen,
2003; Scott & Ellis, 2007). Siden kun ett kar i hver gruppe (og kun for hunnfisk) ble observert
med forhgyede nivaer av plasma Kkortisol er det ikke usannsynlig at sakalte «high responders»

pavirker plasma kortisol hos resten av fisken i karet.

En stressrespons er som nevnt tidligere naturlig, og i utgangspunktet adaptiv sa lenge stressoren
er midlertidig og ikke vedvarende. Steril og kontroll viser signifikant reduksjon i plasma
kortisol etter To4 hvor observasjonene viste signifikant lavere plasma kortisol for steril- kontra
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kontrollgruppen (figur 6A, B). Steril hannfisk (SM) var den fisken med lavest plasma kortisol
bade mellom kjgnn og gruppe. Siden sterilfisken (SM og SF) hadde signifikant lavere plasma
kortisol etter T24 sammenlignet med kontrollfisken (KM og KF), kan det se ut til at et bortfall
av kjennsceller ikke fratar fisken evne til & handtere stress etter sjgvannseksponering, men
kanskje styrker den. Om dette skyldes en manglende evne til interaksjon/integrering av
fysiologiske signaler mellom HPI og HPG-aksen gjenstar a se. Pafalgende funn har som nevnt
tidligere vist at sirkulerende 11KT (Tveiten et al., 2010) og estradiol-173 viser mulig
hemmende effekt pa HPI-aksen (Fuzzen et al., 2011). | et forsgk av Kleppe et al. (2017) ble det
sett pa pre-pubertale interaksjoner/effekter av manglende kjgnnsceller mellom HPI og HPG-
aksene. Hvor det ble observert at ingen KFC-fisk havnet i «puberteten», hvorav 66,7 % av
hannene og 30% av endte opp som juvenil fisk (Kleppe et al., 2017). Her ble det vist for farste
gang at kjennscellene er ngdvendig for a aktivere somatiske steroideproduserende celler under
puberteten, hvor blant annet manglende oppregulert syntese av kjgnnssteroider hos GCF hann-
og hunnfisk (KFC), var reflektert i lave eller ikke malbare nivaer av plasma kjgnnssteroider
(11KT, estradiol-17p og testosteron) (Kleppe et al., 2017). Ytterligere positive/negative effekter
hos sterilfisken kan ikke utelukkes og er fortsatt ukjent, men med hensyn pa sirkulerende
plasma kortisol i etterkant av sjgvannseksponering vil en laks uten kjennsceller kunne
respondere og tolerere stress pa tilsvarende mate som vanlig fertil fisk. Videre tyder resultatene
fra osmolalitet og klorid pa at bade (S og K) hadde gode smoltegenskaper etter T4 (Bjérnsson
et al., 2011; Heggberget et al., 1992; McCormick, 2011). I en annen del av forsgket
«Salmosterile» ble smoltifisering utfaert pa sterilfisken gjennom flere uttak som pagikk over 5-
6 maneder (T1, T2 0og Ts) (Jenssen, 2020). Bade kontroll og sterilfisken etablert tegn pa
smoltifisering allerede ved T1, noe som er flere maneder for forsgkstart To (tilsvarende Ts i
smoltforsgket) (Jenssen, 2020). Nivaene av plasma kortisol etter sjgvannseksponering (T24)
underbygger evnen til god hypoosmotisk regulering bade for S og K og er innenfor det som kan
forventes av smoltifiserende laksefisk (Arnesen et al., 1998; Heggberget et al., 1992; Jenssen,
2020).

4.3 Plasma klorid og osmolalitet

Gjennomsnittlig plasma klorid og osmolalitet for S viser ingen signifikant forskjell fra K, der
begge gruppene viste god hyperosmotisk evne pre-stress (To). Begge nivaer i plasma ligger
innenfor det som blir beskrevet som forventet i en smoltifiserende laksefisk (Arnesen et al.,
1998; Heggberget et al., 1992; Jenssen, 2020). Ut ifra resultatene Pre-stress (T,) var det ingen
indikasjon pa darligere hyperosmotisk evne hos sterilfisken.
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Simuleringen av transport (T>) ble utfart med ferskvann selv om dette ikke er helt likt transport
med brgnnbat, hvor det blir brukt brakkvann/sjgvann (lversen et al., 2005). Observasjoner viser
en signifikant reduksjon i plasma klorid for sterilfisken etter T>, men ikke for kontrollfisken
(figur 7A, B). Darligere hyperosmotisk regulering som faglge av having og transport har vist &
forarsake alvorlige fysiologiske stressresponser hos anadrome laksearter (Erikson et al., 1997;
Finstad & lversen, 1996; Iversen & Eliassen, 2009; Iversen et al., 2005). Primare og sekundaere
fysiologiske stressresponser som skjer under pavirkning av ulike stressorer medfgrer bl.a. en
gkning i plasmakortisol konsentrasjonen og hjelper til & bestemme «graden» av stress hos fisken
(Madaro et al., 2015; Sandodden et al., 2001; Wendelaar Bonga, 1997). Det var ingen
signifikant forskjell i plasma klorid mellom S og K etter T> og heller ikke ingen signifikant
forskjell i plasma kortisol. | tillegg ble det observert av Finstad og Iversen (1996) at plasma
klorid var pd mellom 110 og 119 ng mI! etter transport (T2), noe som indikerer at fisken mister
sin evne til 4 osmoregulerte i sjgvann. Dette er signifikant lavere enn det som ble observert hos
S og K etter T2 (figur 7A og B). Samtidig styrker det antagelsen om at S og K i dette forsgket
handterer transportetappen godt, hvor fisken pa samme tid klarer & opprettholde evnen til
osmoregulering i sjgvann (Arnesen et al., 1998; Heggberget et al., 1992). Arsaken til variasjon
mellom To og T> for S og K skyldes trolig naturlig variasjon mellom individene pre-stress, da
nivaene etter T, var tilnzermet lik. Det var heller ingen signifikant endring i plasma osmolalitet
etter Tofor S og K (figur 8A, B). Arnesen et al. (1998); McCormick & Saunders (1987) viser til
at fisk vil, uthenging av salinitet i miljget rundt forsgke a opprettholde en osmolalitet mellom
290 og 340 ng ml™* og har typiske nivaer i ferskvann pé rundt 320 ng ml™. Etter T- kan en med
trygghet si basert disse resultatene at sterilfisken osmoregulerte like godt som fertilfisken etter

en pafert stressor.

Etter siste uttak ved endt sjgvannseksponering (T2s) gkte plasma Klorid signifikant
sammenlignet med uttaket fra T, for S og K. Begge gruppene viste en god evne til & handtere
overgangen fra ferskvann til sjgvann. Verdier av plasma klorid mellom 140 og 145 ng ml™* tyder
pa god evne til hypoosmotisk regulering og blir beskrevet av flere (Arnesen et al., 1998; Fjelldal
et al., 2018; Heggberget et al., 1992; Jenssen, 2020; McCormick & Saunders, 1987) som nivaer
en kan forvente ved overgang fra ferskvann til sjgvann. Osmolalitet viste ingen signifikant
forskjell mellom S og K, og resultatene fra plasma kortisol etter sjgvannseksponering (T24)

(figur 6A, B) underbygger antagelsen om god hypoosmotisk evne.
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4.4 Genuttrykk i HPI-aksen

Steril- og kontrollfisk hadde ved To en kortisol konsentrasjon pa h.h.v 22,5 ng ml™* + 2,9 ng mI-
10g 19,9 ng mI? + 3,0 ng ml™t og viser til et basalniva for ustresset fisk (Baker & Vynne, 2014;
Fevolden etal., 1991; Mommesen et al., 1999). For crfla og crflb utrykt i hypotalamus ved T var
utrykket signifikant forskjellig for SM og KM. Hos KM var begge genene (crfla og crflb) hayere
uttrykt enn hos SM. Mest sannsynlig skyldes dette naturlig variasjon mellom individene, da
begge (S og K) faller innenfor det som betegnes som normale uttrykk under smoltifisering
(Madaro et al., 2016). Basalnivaet for kortisol hos SM og KM er som nevnt ikke forskjellig fra
hverandre pre-stress (To) (figur 5) og forskjellen i uttrykk av crfla og crflb er derfor tenkelig
a ikke veere stressrelatert. De gkte nivaene av crfla og crflb skyldes kanskje det som Madaro
et al. (2016) beskriver som naturlige endringer i POA (preoptic area) i hypothalamus under
smoltifiseringprosessen, hvor gkt aktivitet av CRF skyldes endring i fotoperiode i form av gkt
daglengde mot varen. For SF og KF var det ingen signifikant forskjell mellom uttrykkene i
hypothalamus og stemmer overens med det som blir beskrevet over. Med andre ord trenger ikke
gkte nivaer av crfla og crflb veere relatert til stress under en smoltifiseringsprosess, nar fisken

ellers er i en tilsynelatende ustresset tilstand.

Ingen signifikante forskjeller ble malt av uttrykk pomca og pomcb mellom S og K etter To og
stemmer for gvrig med verdier presentert pa kortisol pre-stress (figur 5). Som nevnt
innledningsvis er POMC en precursor for ACTH som via sine reseptorer i hodenyren stimulerer
mc2r til & sekrere kortisol (Wendelaar Bonga, 1997). Under pre-stress (To) er det derfor ikke
forventet a se en oppregulering av POMC for S og K (Alderman et al., 2012; Madaro et al.,
2016; Nardocci et al., 2014). Det skal nevnes at de signifikant gkte nivaene av crfla og crflb
fra To hos KM, ikke ngdvendigvis vil reflekteres gjennom POMC direkte, men heller via
eksempelvis endring i mengden av CRF-reseptorer i hypofysen (Pohl et al., 2001). Dette
sammenfaller godt med funnene til Madaro et al. (2016) som beskriver at de gkte nivaene av
CRF har en mulig forbindelse med smoltifiserende laksefisk og dens reaksjon pa endring i

fotoperiode.

| det interrenale vevet i hodenyren kommer effekten av kortisol til utrykk via oppregulert nivaer
av grl, gr2 og mc2r (Teles et al., 2013). Etter To var ingen av disse genene uttrykt forskjellig
mellom S og K. Med hensyn til kortisol pre-stress er det heller ikke her forventet en
oppregulering av disse genene. Igjen sammenfaller resultatene godt med funnene gjort av

Madaro et al. (2016) hvor GR er mindre aktiv etter anadrom smolt oppnar sjgvannstoleranse,
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noe fisken allerede viste tegn til i ved T1i en annen del av forsgket «Salmosterile» utfert av
Jenssen (2020).

Som nevnt tidligere ble det observert replikate forskjeller for bade kortisol og genuttrykk i kar
S3 og K3 ved Ty for SF og KF. Verdiene for disse parameterne korrelerer med hverandre og
viser en klar positiv sammenheng mellom plasma kortisol og utrykk av 11bhsd?2 i dette forsgket
(Alderman et al., 2012; Nardocci et al., 2014; Robinson et al., 2019). Etter fjerning av disse
replikatene er utrykket for 11bhsd2 som forvente ikke spesielt utrykt ved To da oppgaven til
enzymet blant annet er & omgjer kortisol til inaktivt kortison. (Wendelaar Bonga, 1997).

Etter T4 hadde fisken statt pa sjgvann i 23 timer. Crfla og crflb hadde en liten, ikke signifikant,
gkning i utrykk for SM med noe mer markant oppregulering for KM, hvor crflb hadde en
signifikant oppregulering fra To. Som nevnt tidligere kan forskjellen i crf1b skyldes pre/pubertal
interaksjoner/effekter av manglende kjgnnsceller, hvor KFC reflekterte i lave eller ikke malbare
nivaer av plasma kjennssteroider (11KT, estradiol-17p og testosteron) (Kleppe et al., 2017).
Fuzzen et al. (2011) viser til potensielle effekter av 11KT og andre kjgnnssterioder pa HPI-
aksen, hvor disse kan ha en form for feedback loop til CRF. Siden kortisolnivaene ogsa var
signifikant hgyere hos KM, kan dette indikere en slik interaksjon. Overordnede effekter pa
sterilitet (SM og KF) ble ikke observert og sterilfisken ser tilsynelatende ut til & ha samme

uttrykk i hypothalamus som fertilfisken (K).

Uttrykk av pomca og pomcb i hypofysen som falge av forhgyede nivaer av crfla og crflb ga
ingen utslag hos KM, og som nevnt tidligere trenger ikke endringer i uttrykk av. POMC
ngdvendigvis a reflekteres i endret utrykk av CRF (Pohl et al., 2001). I hodenyren var den ingen
signifikant endring i utrykk av grl, gr2 eller mc2r mellom To 0og T22 mellom S og K, og som
nevnt tidligere viser GR en mindre aktivitet etter anadrom smolt oppnar sjgvannstoleranse
(Madaro et al., 2016). Interessant nok er det en signifikant oppregulering av 11bhsd2 for KM
etter Toa. Oppreguleringen kan skyldes de gkte nivaene av kortisol hos KM etter
sjevannseksponering (figur 6A), da 11bhsd2 fungerer som kortisolblokker (Alderman et al.,
2012; Wendelaar Bonga, 1997). Et annen interessant funn ble observert i et lignende forsgk
hvor basalniva av 11bhsd2 viste seg a veere oppregulert i post-smolt (Madaro et al., 2016). Da
bade S og K hadde et oppregulert uttrykk av 11bhsd2 etter T4, kan dette implisere et naturlig
gkt niva av genet hos smoltifiserende laksefisk. For gvrig var det ingen signifikant forskijell
mellom SF og KF far (To) eller etter sjgvannseksponering (T24), til tross signifikant forskjell i
kortisol. Hadde det blitt testet for genuttrykk etter T, er det nok mer sannsynlig at en ville sett
endringer i uttrykk av disse genene (Alderman et al., 2012; Bjornsson et al., 2000; Nardocci et
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al., 2014). SM viser ingen signifikante endringer pa noen av genene nevnt ovenfor etter Toa.
Dette kan tyde pa en lite stresspavirket fisk etter 23 timer sjgvannseksponering. Resultatene
viser dessuten at sterilfisken i stor grad handterer overgangen til sjgvann like godt om ikke
bedre enn kontrollfisken, spesielt med hensyn pa plasma kortisol (Boeuf et al., 1989;
McCormick, 2011; Wendelaar Bonga, 1997). Videre viser resultatene pa klorid og osmolalitet
en god sjgvannstoleranse for begge testgrupper (S og K), og er lik resultatene i et tilsvarende
forsgkt utfert av Olsen et al. (1993) for smoltifiserende laksefisk. For SF og KF var det ingen
signifikant forskjell i genuttrykk fra To til T24 i hypothalamus, hypofysen eller hodenyren.
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5 Konklusjon

Om fjerning av kjgnnscellene skal bli en steriliseringsmetode som kan brukes i kommersiell
sammenheng, er det ngdvendig a se pa hvordan slike endringer pavirker andre
produksjonsegenskaper som vektlegges av oppdrettsnaeringen. En slik prosess er bade tid- og
pengekrevende, men helt ngdvendig. Pa en slik mate kan man veere sikre pa at den sterile laksen

har tilfredsstillende ytelse i kommersiell sammenheng.

Resultatene fra dette forsgket viser at det i praksis er sma forskjeller i handtering av stress og
sjgvannstoleranse mellom S og K atlantisk laks. Bortfall av kjgnnscellelinjen resulterte ikke i
noen prestasjonshemmende effekt i forhold til stresstoleranse malt som endret genuttrykk i HPI1-
aksen, plasma kortisol og osmoregulatorisk kapasitet. Plasma kortisol gjennom hele forsgket
viste tydelig tegn pa at sterilfisken handterte den simulerte transporten og pafelgende
sjevanstest like godt som (om ikke bedre enn) kontrollfisken. Den osmoregulatoriske
kapasiteten (bade hypoosmotisk og hyperosmotisk- siden transporten gikk i ferskvann)
bekreftes ved analysering av plasma etter T-a, der klorid og osmolalitet for bade S og K var
innenfor normale verdier (Arnesen et al., 1998; Heggberget et al., 1992; McCormick &
Saunders, 1987). Genuttrykk relatert til HPI-aksen viste varierende resultater i uttrykk av crfla
og crflb i hypothalamus og 11bhsd2 i hodenyren mellom SM og KM. Tilsvarende forsgk viser
til at disse uttrykkene kan veere naturlig oppregulert under smoltifisering/post-smolt og at
naturlig variasjon i oppregulering forekommer (Madaro et al., 2016). Samtidig beskriver bade
Fuzzen et al. (2011), Kleppe et al. (2017) og Tveiten et al. (2010) mulige effekter av
kjennssterioder pa HPI-aksen hvor blant annet 11KT og estradiol-17p virker hemmende pa
HPI-aksen. Kleppe et al. (2017) fant blant annet ut i sitt forsgk at pre/pubertal
interaksjoner/effekter av manglende kjgnnsceller, viste seg a reflektere i lave eller ikke malbare

nivaer av plasma kjgnnssteroider (11KT, estradiol-17p og testosteron).
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