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Sammendrag 

Norge er i verdenstoppen når det kommer til produksjon av oppdrettslaks der det avsettes 

betydelige mengder med ressurser til produksjon av rogn. Stamfisk er utvalgte individer som 

verdsettes på bakgrunn av fiskens egenskaper. For en eggprodusent kan det være ønskelig å 

kombinere kjønnsceller fra spesifikke individer på bakgrunn av deres kombinasjonspotensial. 

Dette kan gjennomføres hvis stamfisk er tilstrekkelig klar for gyting, ved samme tidspunkt. 

Egg- og spermceller fra stamfisk holder imidlertidig god kvalitet i en forholdsvis kort periode. 

Langtidslagring (dager) av ubefruktede egg vil kunne gi oppdretter en mulighet til å utvide 

perioden for å kunne kombinere gameter fra individer med ønskende egenskaper. Samtidig er 

det slik at ulike sykdomsagens kan overføres fra stamfisk til avkom via ovarievæske. Fjerning 

av ovarievæske, samtidig som egg kan lagres fram til at sykdomsstatus er avklart vil kunne 

hindre at slik smitte spres til andre deler av produksjonen. Hvordan sammensetning av ulike 

vaske- og lagringsmedier påvirker eggkvalitet over tid er derfor viktig å få undersøkt. 

I dette forsøket ble egg fra atlantisk laks (Salmo salar L.) behandlet med fire forskjellige 

medier (1; Ovarievæske, 2; 0,9 % NaCl løsning, 3; Cortland løsning og 4; Cortland løsning 

uten kalsium) og lagret ved fire forskjellige lagringstider (0, 24, 48 og 96 timer). Formålet 

med oppgaven var å se på hvordan mediesammensetning og lagring over tid ville påvirke 

eggkvalitet. Eggkvalitet ble målt som overlevelse til 120 døgngrader og til øyerognstadiet. En 

viktig del av oppgaven var å undersøke om eggkvalitet kunne relateres til uttrykk av 

maternale gener. Sammenheng mellom maternalt genuttrykk (mRNA i egg) og eggkvalitet ble 

undersøkt for fem ulike gener (IGF-2, IGF-3, Npm2, Zar1l og Cycklin B1a). Resultatene viste 

at ovarievæske gir det klart beste miljøet og ivaretar god eggkvalitet over tid (70 % 

overlevelse etter 96 timer lagring mot 83 % ved 0 timer). Alle medier hadde en relativ høy 

overlevelse (Ovarievæske; 83 %, NaCl; 64 %, Cortland; 86 % og Cortland uten kalsium; 

66%), men der kvalitet gikk klart ned med økende lagringstid (24, 48 og 96 timer). Effekten 

av lagringstid var spesielt uttalt i egg lagret i NaCl- og Cortland løsning uten kalsium der 

lagring i 96 timer resultert lav (2% og 16%) overlevelse. Uttrykk av maternale gener viste 

ingen klar relasjon til eggkvalitet. Lagring i NaCl løsningen gav gjennomgående det høyeste 

uttrykket for de fleste genene som ble undersøkt. Samtidig gav lagring i NaCl den klart 

dårligste eggkvaliteten. Om det finnes en molekylær mekanisme som kan forklare et eventuelt 

inverst forhold mellom maternalt genuttrykk og eggkvalitet er uklart.  
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Forkortelser 

 

 

%  Prosent Npm2 Nuckleoplasmin 2 
g gram Zar1L Zygote Arrest 1 Like 
kg kilogram CDK Cyclin-avhengig kinase 
FSH Follikkelstimulerende hormon MTF Modning Fremmede faktor 

LH Luteiniserende hormon oC Grader celsius  

Na+ Natrium mg/l milligram per liter 
Cl- Klor L Liter 
K+ Kalium OF Ovarievæske 
Mg2+ Magnesium F1-F8 Fisk 1 til Fisk 8 
Ca2+ Kalsium NaCl Natriumklorid 
mOsmol/kg-1 Milliosmol per kilo Cort + Cortland løsning 

OF Ovarievæske Cort - 
Cortland løsning uten 
Kalsium 

H2O Vann CaCl2 Kalsiumklorid 
mm millimeter mL Milliliter 
DNA Deoksyribonukleinsyre NFH Norges fiskerihøgskole 
RNA Ribonukleinsyre μl Mikroliter 
mRNA Messanger RNA rpm Omdreiningsstyrke 
lncRNA Lang-ikke kodende RNA min Minutt 
miRNA micro-RNA sek Sekund 
MZT Maternal zygotisk transisjon  nm Nanometer 
PCR Polymerase kjede reaksjonen ≥ Større enn eller lik 
cDNA Komplementært DNA > Større enn 
dsDNA Dobbelttrådig DNA ng Nanogram 
ssDNA Enkelttrådig DNA μM Mikrometer 
IGF Insulinlignende vekstfaktor RT-qPCR Real time kvantitativ PCR 

IGF-1R 
Insulin-like growth factor 1 
receptor 

ANOVA Variansanalyse 

MAPK Mitogen-aktivert protein kinase   
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1. Introduksjon 

1.1 Oppdrett av laks i Norge 

Norge er en oppdrettsnasjon som har opplevd en eventyrlig vekst siden den første laksen ble 

slaktet i 1971. Eventyret startet tidlig på 60-tallet når brødrene Vik klarte gradvis å tilvenne 

regnbueørret (Oncorhynchus mykiss W.) over til saltvann (Misund, 2019). Norske 

fjordsystemer har vist seg å gi gode oppvekstvilkår for oppdrettsfisken og er en av 

hovedgrunnene til at Norge eksporterte sjømat til en verdi av 107,3 milliarder norske kroner i 

2019 (Sjømatrådet, 2020). Behovet for teknologi i oppdrett har ført til utvikling av en 

fremtidsrettet, nasjonal industri og etablering av lokalbaserte selskap som har kunnet 

spesialisere seg på ulike faser av fiskens livssyklus. Atlantisk laks (Salmo salar L.) er den 

desidert viktigste arten og Norge produserer mer enn halvparten av den totale mengde 

oppdrettslaks (Misund, 2019). Produksjon av norsk oppdrettsfisk starter i et stamfiskanlegg, 

hvor kjønnsmodne stamfisk blir høstet for uttak av rogn og melke. Rogn fertiliseres og 

overføres til et settefiskanlegg, hvor eggene klekkes og startfôring av yngel settes i gang. 

Smolten overføres til et sjøbasert matfiskanlegg, hvor fisken fôres til slakteklar vekt 

(Havforskningsinstituttet, 2019b). 

1.2 Den nordatlantiske laksen 

Atlanterhavslaksen er en fiskeart som har sin naturlige utbredelse i tempererte- og subarktiske 

regioner i den nordlige delen av Atlanterhavet (Thorstad et al., 2011). Laksen tilhører 

laksefamilien Salmonidae, og har evnen til å veksle mellom et ferskvanns- og saltvannsbasert 

miljø. Dette er en evolusjonær tilpasningsevne og laksen kan derfor klassifiseres som en 

anadrom fiskeart (Vøllestad, 2019). Fisken vil klekkes og begynne sitt liv i ferskvann. I elva 

vil parren leve i opptil fem år og utviser en territorial adferd, med en bentisk livsstrategi. Som 

smolt vil laksen derimot etablere en stimende adferd og vandrer ut mot havet, hvor fisken som 

solitær er på næringssøk i ett til fire år (Vøllestad, 2019). Kjønnsmoden laks vender tilbake til 

det samme vassdraget der den selv ble klekket og gyter i perioden oktober-januar 

(Havforskningsinstituttet, 2019a). Nordlige populasjoner gyter gjerne tidligere enn 

populasjoner lenger sør, da eggets utvikling avhenger av vanntemperatur (Thorstad et al., 

2011). Atlantisk laks legger demersale egg som klekkes den påfølgende våren (Rollinson et 

al., 2010). 
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1.3 Laksens naturlige miljø  

1.3.1 Det lotiske miljøet 

Rennende vann klassifiseres som et lotisk miljø og er det fordelaktige miljøet for gyting hos 

den atlantiske laksen. Rennende vann sørger for en kontinuerlig gjennomstrømming og dette 

opprettholder tilstrekkelig utveksling av gasser. Elver har en lavere primærproduksjon og 

dermed også en lavere biodiversitet. Dette fører til at laksen har færre konkurrenter, 

næringsgrunnlaget er mindre, men dette gjør også at predasjon er mindre sannsynlig. 

Vannkjemien i et lotisk miljø har en lavere konsentrasjon av salter, hvor salt kun utgjør 

0,0012 % av den totale vannmassen (Williams et al., 2014). De viktigste saltene i ferskvann er 

bikarbonat, kalsium, sulfat og silikon. Klor, magnesium og natrium finnes i lavere 

konsentrasjoner (Williams et al., 2014). Konsentrasjonen av salter er større i fisken, enn 

konsentrasjonen er i det omkringliggende miljøet. På grunn av passiv diffusjon står fisken i 

fare for å miste ioner til miljøet, men laksen har tilpasset seg til å opprettholde og aktivt ta opp 

ioner fra ferskvann (Vøllestad, 2019). 

 

1.3.2 Det marine miljøet 

I Atlanterhavet har laksen optimal forutsetning for vekst, siden havområdet har høy 

biodiversitet med tilsvarende høy primærproduksjon. Atlantisk laks utsettes for høyere 

predasjon i det marine miljøet, men utvandring er fordelaktig på bakgrunn av høyere 

næringstilgang (Ratikainen, 2014). Saltvann inneholder 34,8 g salt per kg sjøvann. 

Natriumklorid og magnesiumsulfat er de viktigste saltene, men det finnes mindre mengder 

med kalsium, kalium, brom, bor og jodid (Institutt for Biovitenskap, 2011). Konsentrasjonen 

av salter er høyere i det marine miljøet enn konsentrasjonen er hos fisken. Dette fører til at 

laksen vil ta opp salt fra miljøet, men arten har gjennomgått fysiologiske og morfologiske 

endringer gjennom en smoltifiseringsprosess. Smoltifisering gjør at laksen er fysiologisk 

tilpasset for aktiv utskillelse av overskuddssaltene (McCormick et al., 1998). 

1.4 Reproduksjonsutviklingen hos atlantisk laks  

Den atlantiske laksen har en sesongbasert reproduksjonssyklus som gjennom en serie av 

fysiologiske prosesser fører til utvikling og modning av gameter. Reproduksjon trigges av 

endringer i fotoperiode (fungerer som en zeitgeber) som betraktes som den primære faktoren 

som styrer reproduksjonssyklusen (Johnsen, 2020). Reproduksjon kan deles inn i tre faser. En 
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periode etter gyting, hvor gonadene er små og opprettholdes i et hvilende stadium. En periode 

før gyting, hvor gonadene vokser i størrelse og starter å produsere gameter gjennom en 

prosess som kalles gametogenese. En gyte periode som stimulerer den endelig modning av 

gametene, hvor egg- og spermceller frigjøres i miljøet under gyting (Fleming et al., 2011). 

Ovariene er to sekklignende strukturer som er hule på innsiden. Ovidukter sammenkobler 

ovariene og vil degenereres hos salmonider før gyting (Coward et al., 2002). Dette fører til at 

eggceller frigjøres fra ovariene. Utvikling av eggcellen involverer proliferasjon av kimceller 

gjennom en serie med mitotiske delinger og resulterer i utviklingen av primære occytter 

(Coward et al., 2002). 

FSH er et hormon som stimulerer produksjonen av oestradiol som frigjøres i ovariene. 

Oestradiol stimulerer syntese av plommesekkmasse (vitellogenin) i leveren (Jørgensen, 2018). 

Vitellogenin frigjøres og transporteres til ovariene via sirkulasjonssystemet (Kunz, 2004). 

Plommesekkmasse inkorporeres i oocytten og fordeles som to hovedkomponenter, kalt 

phosvitin og lipovitellin. Leveren syntetiserer i tillegg eggeskall protein som transporteres til 

oocytten på samme måte (Kunz, 2004). Hormonet oestradiol stimulerer oocytten til å ta opp 

vitellogenin og eggeskall protein. Dette fører til at oocytten (umoden) utvikles videre og 

gonadene øker gradvis i størrelse (Kunz, 2004). Kjernemembranen må brytes ned for at 

oocytten skal kunne modnes. Modning initieres av LH og denne fasen er assosiert med 

reduserte nivåer av oestradiol. Ovulasjon fører til at veggene til follikkelene sprekker opp og 

modne egg frigjøres i bukhulen sammen med ovarievæske (Kunz, 2004). 

1.4.1 Ovarievæske  

OF frigjøres og omslutter rogna i bukhulen etter ovulasjon (Hajirezaee et al., 2017). 

Salmonider kan ha en OF som er svakt farget eller klar og det totale volumet utgjør opptil 30 

% av den totale eggmassen. OF skilles ut fra overflateepitel som dekker ovarium og er relatert 

til metabolsk aktivitet i follikulære celler (Zadmajid et al., 2019). Tettheten til overflateepitel 

og deres sekretoriske aktivitet øker med økende modning av ovariene (Zadmajid et al., 2019). 

OF produseres ved at væske fra blodplasma blir filtrert. Ionesammensetningen består av blant 

annet Na+, Cl-, K+, Mg2+ og Ca2+ (Zadmajid et al., 2019). Andre substanser inkluderer 

inorganiske ioner, aminosyrer, proteiner og energimetabolitter som glukose og fruktose 

(Hajirezaee et al., 2017). OF har en viskositet som er tre ganger enn vann, pH på rundt 8,5 og 

osmolalitet mellom 250- og 290 mOsmol/kg-1 (Lahnsteiner et al., 1994). Proteiner i OF har en 

viktig funksjon under gyteperioden og 174 individuelle proteiner er identifisert hos laksefisk 
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(Johnson et al., 2014). Funksjoner som proteiner er involvert i inkluderer overmodning av egg 

(Aegerter et al., 2004), lagringstid for egg (Dietrich et al., 2012), fertiliseringsevne 

(Lahnsteiner, 2002), oocyte kvalitet (Nynca et al., 2014), festeevne (Mansour et al., 2009) og 

immunrespons (Nynca et al., 2014). Kvaliteten på OF avgjøres av hunnfiskens kondisjon og 

av generell næringstilgang (Zadmajid et al., 2019). Sammensetning til OF kan variere 

gjennom gyteperioden og hvert individ ser ut til å fremstille en OF med en unik komposisjon 

(Rosengrave et al., 2009). OF kan påvirke spermiers evne til å finne og smelte seg sammen 

med en eggcelle, hvor effekt av økt hastighet for spermier har blitt observert. Studier har vist 

at spermier fikk økt aktivitet ved aktivering i OF, sammenlignet med aktivering i H2O 

(Zadmajid et al., 2019). 

1.4.2 Egg fra atlantisk laks  

Eggcellen hos atlantisk laks er 5-7 mm i diameter og har en rund struktur. Størrelsen til 

oocytten kan variere mellom individer og øker med hunnfiskens størrelse (Abdoli et al., 

2005). Eggcellen har normalt en oransje farge. Oocytten består av et ytre skall, cytoplasma og 

plommemasse (Laale, 1980). Skallet omslutter en plasmamembran som igjen omslutter 

oocytten. Det ytre skallet kalles for chorion og har en viktig funksjon med å beskytte 

embryoet under utvikling (Åbro, 2019). Cytoplasma er lokalisert innenfor cellemembranen og 

er en viskøs substans som omslutter plommemassen (Biovitenskap, 2011a). Cortikale alveoler 

eller granuler finnes i cytoplasma og inneholder makromolekyler og enzymer som er 

nødvendig for at oocytten skal kunne bli aktivert og befruktet (Kjørsvik et al., 2004). 

Plommemassen består av vann, proteiner og lipiddråper som er lokalisert ved den animale 

polen. Plommemassen syntetiseres av hunnfisken og består av nødvendige næringsstoffer som 

er essensielle for tidlig utvikling av embryoet (Kunz, 2004). Mikropylen er en tunnelformet 

trakt som er lokalisert som en liten åpning ved den animale polen. Gjennom mikropylen kan 

en spermie ta seg inn til egget. Sammensmelting av gametene resulterer i at oocytten 

fertiliseres og aktiveres (Coward et al., 2002).  

1.4.3 Maternal investering 

Tidlig utvikling av ovipare organismer, deriblant fisk, er avhengig av deponering av 

maternale komponenter i oocytten (Bizuayehu et al., 2019). Essensielle byggesteiner 

inkorporeres i oocytten og har en vital rolle for at embryoet skal kunne utvikle seg normalt. 

Genomet til zygoten aktiveres ikke umiddelbart etter fertilisering og tidlig embryo er derfor 

avhengig av maternal deponerte molekyler (Lubzens et al., 2016). Maternal investering er 
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nødvendig for at egget skal kunne aktiveres og fertiliseres, men også for aktivering av 

zygotisk genom og for tidlig embryonisk utvikling (Lubzens et al., 2016). Tidlig utvikling av 

embryo består av en serie med hurtige, synkroniserte celledelinger (Sullivan et al., 2015). 

Dette resulterer i en stor cellegruppe som ikke er differensierte og kalles ved dette stadiet for 

blastula (Sullivan et al., 2015). Det er utvikling og regulering frem til dette stadiet som er 

avhengig av faktorer arvet fra den maternale genomet. Faktorene består av biokjemiske 

molekyler i form av proteiner, mRNA, DNA, lncRNA og miRNA (Sullivan et al., 2015). 

Molekylene har en viktig rolle for embryoet i å regulere cellulære prosesser som 

energimetabolisme og strukturelle komponenter som deltar i formasjon av embryoet. DNA 

gjennom transkripsjon og RNA gjennom translasjon kan gjøre aktive molekyler tilgjengelig 

(Lubzens et al., 2016). Plommemasse er en viktig kilde for aminosyrer, fosfolipider, 

karbohydrater, vitaminer og mineraler som alle er essensielle for normal utvikling av 

embryoet (Lubzens et al., 2016). Maternale transkripter blir maskert av ulike proteiner og 

dette sørger for at maternalt mRNA ikke blir translatert for tidlig (Sullivan et al., 2015). 

miRNA har en viktig regulatorisk rolle for tidlig utvikling og er involvert i avmaskering, men 

også initiering av translasjon av mRNA (Sullivan et al., 2015). Dette er med på å kontrollere 

selektiv degradering av mRNA og denne prosessen økes mot MZT (Sullivan et al., 2015). Når 

det tidlige embryoet når MZT vil kontroll over utvikling gradvis overføres til zygotens 

cellemaskineri gjennom gradvis aktivering av eget genom (Sullivan et al., 2015). På dette 

tidspunktet skjer det en degradering av flere maternale molekyler, da transkripsjon og 

translasjon syntetiserer aktive molekyler som er produkter fra det zygotiske genomet (Sullivan 

et al., 2015). 

1.4.4 Aktivering og tidlig utvikling  

Aktivering av egg fra atlantisk laks kan skje i kontakt med vann, men også ved fertilisering 

(Velsen, 1980). Egget fertiliseres når en spermie smelter sammen med en eggcelle og det 

dannes en diploid zygote (Coward et al., 2002). Fertilisering av egget krever tilstedeværelse 

av divalente ioner som Ca2+ og Mg2+. En spermie kan passere gjennom en tunnelformet 

struktur som kalles for mikropylen (Velsen, 1980). Mikropylen er smal og kun en spermie får 

muligheten til å passere. Fertilisering fører til at konsentrasjonen av intracellulært Ca2+ øker 

(Velsen, 1980). Aktivering av egget skjer ved at en kalsiumbølge beveger seg gjennom egget 

fra den animale polen. Dette fører til at en prosess som kalles for cortikal reaksjon initieres 

(Velsen, 1980). Chorion separeres fra cytoplasma og dette danner det perivitelline rommet. 



6 
 
 

Permeabiliteten til chorion endres og innholdet i alveolene frigjøres. Endringen i 

permeabiliteten til chorion fører til at åpningen til mikropylen blokkeres og innstrømming av 

vann gjør at egget begynner å svelle (Velsen, 1980). 

Embryoisk utvikling etter fertilisering og aktivering kan deles inn i tre faser. Celledeling 

(cleavage) er den første fasen som initieres etter fertilisering- og aktivering av egget. 

Cytoplasma beveger seg mot den animale polen og det dannes en halvkuleformet kuppel 

(Coward et al., 2002). Denne strukturen kalles for en blastodisk og er eggets første celle. 

Celledeling og differensiering fører til at embryo utvikles fra blastodisken (Coward et al., 

2002). De første celledelingene initieres i det horisontale planet, men fra og med 64-celle 

stadiet kan celledeling også skje i det vertikale planet (Coward et al., 2002). Cellene som 

deles kalles for blastomerer og blir mindre ettersom celledelingen fortsetter (Brøgger, 2018). 

Temperaturen i vannet dikterer hvor raskt celledelingen utfolder seg. Etter hvert som 

celledelingen fortsetter så vil noen celler bli fullstendig dekket av andre celler. Det øvre 

cellelaget kalles for envelope layer, mens cellene under kalles for dype celler (Kjørsvik et al., 

2004). Etter flere runder med celledeling er det blitt dannet en multicellulær topp som kalles 

for blastoderm (Kjørsvik et al., 2004). Kantene begynner å fortykke, disken flater ut og 

danner blastula (Coward et al., 2002). Fortykkelsen langs kanten kalles for en germring og det 

fremtidige embryoet er synlig på den ene siden av disken som en fortykkelse langs kanten 

(Kimmel et al., 1995). Denne fasen avsluttes med proliferasjon av cellene (Coward et al., 

2002).  

Gastrulasjon er den andre fasen i embryoisk utvikling etter fertilisering. Celler som ble dannet 

tidligere begynner å spesialisere seg. Germringen ekspanderer og begynner å vokse nedover 

mot plommemassen i retning av den vegetative polen. Dette er en prosess som kalles for 

epiboly (Velsen, 1980). Yolken som formes av germringen utvikler seg til å bli 

plommesekken og seinere vevet som omslutter kroppshulen. Et område som kalles for 

blastopore vil ved fullførelse av epiboly minke i størrelse og lukkes, hvor området etter hvert 

vil utvikle seg til anus (Velsen, 1980). Plommemassen blir fullstendig omsluttet av den 

ekspanderende blastodisken. Celler spesialiserer seg til vev som vil utgjør fundamentet til det 

utviklende embryoet. Det skjer en omforming av blastula til gastrula og dannelse av to 

primære kimblader som klassifiseres som ektoderm og endoderm (Holck, 2020). Det øverste 

cellelaget blir ektoderm og de dype cellene blir endoderm. De dype cellene blir videre delt inn 

i to lag som kalles for mesoderm og endoderm, hvor mesoderm vil være mellom de to 
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primære kimbladene (Kjørsvik et al., 2004). Ektoderm utvikler seg til hudceller og endoderm 

utvikler seg til organer. Den tredje og siste fasen kalles for organogenese og er karakterisert 

av endelig formasjon av embryoet. Dette inkluderer dannelse av finner, sirkulasjonssystem og 

andre vitale organer (Velsen, 1980). 

1.4.5 Eggkvalitet 

Eggkvalitet kan defineres som evnen et egg har for å bli fertilisert og i ettertid utvikle seg til 

et normalt embryo (Bobe, 2015). Kvaliteten til egget påvirkes av morfologiske, biologiske og 

biokjemiske forhold. Dårlig eggkvalitet blir assosiert med økt dødelighet og en lavere 

toleranse. Eggkvalitet kan vurderes ved ulike stadier og utviklingssuksess kan bestemmes i 

forhold til fertiliseringsrate, overlevelse til øyerognstadiet, genuttrykk og evaluering av 

enzymatisk aktivitet (Bobe, 2015). 

1.5 RT-qPCR 

Kvantitativ real time PCR er et diagnostisk verktøy som anvendes ved amplifisering av små 

mengder med DNA (Biovitenskap, 2011b). Teknikken er basert på vanlig PCR, men 

reaksjonen følges i nåtid. Et fluoriserende fargestoff benyttes for bestemmelse av mengde 

kvantifisert uttrykk, hvor fargen øker proporsjonalt med mengde produkt etter hver syklus. Ct 

er overstigning av threshold når amplifiseringssyklusen fører til en signifikant økning. En lav 

Ct-verdi betyr at det er mye cDNA i prøven og genuttrykket overstiger threshold etter få 

amplifiseringssykluser. En amplifiseringssyklus består av tre trinn. Denaturering fører til at 

dsDNA separeres til ssDNA. Amplifikasjon fører til syntese av cDNA. DNA polymerase 

starter deretter syntese av en ny DNA tråd i 5’-3’ retning (Biovitenskap, 2011b). Fargestoff 

bundet til dsDNA gir sterkere fluorescensen enn i ubundet form. PCR produktene dissosierer 

ved økt temperatur, amplifisering avsluttes og dette endrer fluorescensen. Endringen 

detekteres og fremstilles grafisk. Smeltekurver for utrykkede gener kan deretter sammenlignes 

opp mot hverandre (Biovitenskap, 2011b). 

1.5.1 Gen 

En DNA-tråd er en lang, dobbeltrådig streng som består av fire biokjemiske forbindelser kalt 

nukleotider (Martinsen, 2019). Enkelte regioner av DNA kan avleses og fungerer som en 

oppskrift for ulike egenskaper. Det er sekvensene som koder for slike egenskaper som 

klassifiseres som et gen (Martinsen, 2019). Hvert gen har sin avgrensende region på DNA-
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tråden og kalles for et lokus. Det er arveanlegget som bestemmer oppbygningen til en 

organisme og dens evolusjonære tilhørighet i miljøet (Martinsen, 2019).  

1.5.2 Insulinlignende vekstfaktor  

IGF utgjør en viktig komponent i et sentralt signalsystem og har gjennom evolusjonen blitt 

høyt konservert hos vertebrater (Eivers et al., 2004). IGF-familien består av to utskilte 

ligander, kalt IGF-1 og IGF-2. Teleost fisk har i tillegg en tredje ligand som kalles for IGF-3 

(Berishvili et al., 2010). IGF har en essensiell rolle for normal embryoisk vekst og utvikling 

((Hartnett et al., 2010), men også for differensiering, reproduksjon og regulering av vekst 

(Berishvili et al., 2010). IGF-1 og IGF-2 produseres i leveren og distribueres via 

sirkulasjonssystemet, mens IGF-3 er spesifikt for gonadene og er trolig involvert i 

embryogenese hos fisk (Berishvili et al., 2010). IGF klassifiseres som et pre hormon og er i 

utgangspunktet inaktivt. Ligand blir biologisk aktiv ved binding til reseptor og når enzym 

fjerner peptidfragment fra begge ender til hormonet (Åsvold, 2018). En reseptor kalt IGF-1R 

er assosiert med IGF og er essensiell for normal utvikling hos tidlig embryo. En fosforylering 

trigges ved reseptor-ligand binding og to signaliseringsveier aktiveres. Signalisering via 

MAPK og PI3K/Akt-1 er essensielt for promotering av vekst under embryoisk utvikling 

(Eivers et al., 2004). Forsøk på sebrafisk (Danio rerio H.) har rapportert redusert hode- og 

øyestruktur ved fravær av IGF-1R (Eivers et al., 2004). 

1.5.3 Nucleoplasmin 2  

Npm2 er et protein kodende gen og stammer fra det maternale genomet. Genet utrykkes i 

ovariet hos hunnfisk og er kritisk for tidlig embryonal suksess (Bouleau et al., 2014). 

Nucleoplasminer er involvert i formasjon av kjernelignende legemer, cellekløyving, utvikling 

til to-celle stadiet, aktivering av zygotisk genom og utviklingssuksess etter blastula stadiet. 

Fravær av mRNA har blitt assosiert med høyere embryonal dødelighet (Cheung et al., 2018). 

Npm2 er en viktig molekylær faktor som indikator for eggkvalitet. Molekylær analyse av 

ufertiliserte egg hentet fra regnbueørret avslørte en positiv korrelasjon mellom 

utviklingspotensialet og mengde med maternalt mRNA. Utviklingspotensialet er eggets 

egenevne for embryoisk utvikling (Bouleau et al., 2014).  

1.5.4 Zygote arrest 1 Like 

Zar1 er et protein kodende gen og var blant de første maternale faktorene som ble identifisert 

hos vertebrater (Rong et al., 2019). Genet er spesifikt for oocytten og overfører maternale 
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faktorer som er av stor betydning for prosesser etter ovulasjon (Rong et al., 2019). Zar1 har en 

sentral rolle i overgangen fra oocytt til embryo. Oocytten vil fullføre meiose I etter ovulasjon 

og fører til at det første polarlegemet avgis. Oocytten går videre til metafasestadiet i meiose II, 

som fullføres ved befruktning (Wu et al., 2003). Dette initierer den påfølgende dannelsen av 

encellet embryo (Wu et al., 2003). Embryoet inneholder en haploid pronukleus som stammer 

fra hver av foreldrene, som forblir i et inaktivt stadium til initiering av zygotisk gen aktivering 

(Wu et al., 2003). Zygotisk genuttrykk og de første cellespaltningene er derfor avhengige av 

et reservoar med maternalt mRNA som lagres i egget (Wu et al., 2003). Nivået av mRNA er 

høyere i oocytten under vekst og forsvinner gradvis mot MZT (Rong et al., 2019). Zar1 har 

trolig en betydning for initiering av embryogenese, men også for tidlig utvikling (Wu et al., 

2003). Genet har en rolle i modning av oocytten og forsøk har vist at aktivering av zygotisk 

genom feilet hvor zar1 var fraværende. Det spekuleres i at fraværelse av zar1 får 

konsekvenser for meiotisk modning (Rong et al., 2019). Zar1 er viktig for fertilitet hos 

hunnkjønnet, kritisk for overgangen mellom oocyte og embryo, og essensiell for RNA 

regulering i tidlig embryoer (Rong et al., 2019). 

1.5.5 Cyclin B1a 

CCNB1 er et proteinkodende gen og transkriberer mRNA som kan translateres til cyclin B1. 

Proteinet er kritisk for kontroll og regulering av progresjon gjennom cellesyklusen, hvor 

cellen initierer overgang mellom G2- og M fasen under mitotisk celledeling (Nakayama et al., 

2013). Cyclin B1 er en maternal faktor som deponeres i oocytten under modningsprosessen. 

mRNA kan transkriberes og være aktiv før zygotens eget genom aktiveres (Nakayama et al., 

2013). Cyclin er en gruppe med proteiner som gjennom periodiske konsentrasjonsendringer 

kontrollerer og regulerer progresjon gjennom cellesyklusen (Fossum, 2019). Regulering skjer 

ved at proteinet binder seg til og aktiverer enzymer som kalles for CDK (Fossum, 2019). 

Cyclin B1 binder seg til og danner kompleks med cdk1 og det nye komplekset kalles for MTF 

(Nakayama et al., 2013). MTF er involvert i tidlige prosesser under mitose. Dette inkluderer 

kondensering av kromosomene, nedbrytning av kjernemembran og sammenkobling av spindel 

pol (Nakayama et al., 2013). Komplekset påvirker også om cellen skal initiere forpliktelse til 

mitose eller ikke og kontrollerer overgangen mellom G2- og M fasen i cellesyklusen 

(Nakayama et al., 2013). 
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1.6 Formålet med oppgaven 

Lagring av egg fram til at sykdomsstatus er avklart kan hindre at smitte spres til andre deler 

av produksjonen. Hvordan sammensetning av ulike vaske- og lagringsmedier påvirker 

eggkvalitet over tid er derfor viktig å få undersøkt. 

Formålet med denne oppgaven var å se på hvordan mediesammensetning og lagring over tid 

ville påvirke eggkvalitet etter lagring av ubefruktede egg fra atlantisk laks. En viktig del av 

oppgaven var å undersøke om eggkvalitet kunne relateres til uttrykk av maternale gener.  
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2. Materialer og metoder 

2.1 Forsøksfisk 

Forsøket ble gjennomført ved stamfiskanlegget som tilhører SalMar Genetics As. Anlegget er 

landbasert og befinner seg i Rauma kommune i Møre og Romsdal. Fisken ble holdt i 

sirkulære kar og hadde blitt eksponert for en naturlig photoperiode gjennom hele 

produksjonssyklusen (pers. med. Gøran Roland, SalMar Genetics As). Fisken stod på naturlig 

ferskvann som holdt en temperatur på ca. 4 oC. Oksygenmetningen var på 102,22 % og 

oksygennivået ble målt til 12,87 mg/L. Stamfisken hadde en vekt mellom 12-14 kg for 

hunnfisken og 14-16 kg for hannfisken. Stamfiskene var ca. 4 år gamle og forsøket ble 

gjennomført i perioden 04.11.2019 - 16.11.2019. Dette var innenfor hovedperioden for 

sluttmodning og ovulasjon for denne fiskegruppen (pers. med. Gøran Roland, SalMar 

Genetics As). Stamfisk ble under all håndtering først beroliget med Aqua-s vet (Crop & Food 

Research). Dosering ble gjort etter produsentens anvisning. Før avlivning og stryking ble 

fisken beroliget. En dødelig dose med tricaine (PHARMAQ) ble administrert, hvor fisken 

deretter ble hengt opp og bløgget. En typisk dødelig dose er 100 g tricaine per 100 L vann. 

2.2 Prøveuttak 

Etter avlivning så ble stamfisken hengt opp etter halen og spylt med vann, deretter ble fisken 

tørket. Fisken ble sendt videre via et takmontert transportsystem for uttak av egg og testis. 

Buken til hunnfisken ble snittet opp med en kniv, hvor egg og OF ble manuelt ekstrahert ut og 

overført til svarte plastkasser. Melke (spermie og seminalvæske) fra hannfisken ble hentet ved 

bruk av to metoder. Den første metoden involverte bedøvelse av hannfisken og melke ble 

deretter manuelt strøket (fersk melke). Melken ble overført til celledyrkingsflasker og 

oppbevart i et kjøleskap som holdt ca. 4 oC. Melkelaget var 2-3 mm høyt og ble brukt samme 

dag som fisken ble strøket. Den andre metoden ble gjennomført ved at hannfisken ble avlivet. 

Gonadene ble tatt ut, kvernet, filtrert og deretter fortynnet med et lagringsmedium kalt 

AquaBoost Spermcoat (Cryogenetics, 2014). Melk ble lagret ved ca. 4 oC og brukt dagen 

etter. Fortynning med lagringsmedium ble gjennomført da dette muliggjør at et maksimalt 

antall rogn kan befruktes ved gonadeekstraksjon og hannfisken benyttes derfor mer effektivt 

(Cryogentics, 2016). 
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2.3 Lagringsmedium 

Det ble benyttet fire medier i dette forsøket (Tabell 1). Et naturlig medie i form av OF, som 

ble hentet fra hver hunnfisk (F1-F8). Egg ble inkubert i OF fra sin respektive hunnfisk. NaCl 

som var en vanlig saltløsning (0,95 %). Cort + som var en modifisert, kunstig Cortland 

løsning og er ment til å etterligne naturlig OF fra laksefisk (Wolf et al., 1969). Cort - som var 

identisk med Cort +, men hvor CaCl2 ikke hadde blitt tilsatt (Tabell 1). Kunstig løsning ble 

fremstilt ved bruk av H2O som var ionefritt og hadde blitt Milli-Q behandlet (Millipak 

Express 20, Millipore).  

Tabell 1: Viser sammensetning av kunstige lagringsmedier som ble fremstilt og benyttet for vasking, og lagring 
av ubefrukta egg hentet fra F1-F8. 

 

 
2.4 Lagringstidspunkt 

Effekten av lagringstid på eggkvalitet og genuttrykk var et sentralt aspekt som skulle 

undersøkes. I forsøket ble egg lagret i fire intervaller. Det første intervallet var 0 timer. Egg 

ble ikke lagret og kun vasket. OF ble fjernet av de eggene som skulle lagres i kunstige medier. 

Det andre intervallet var 0-24 timer, det tredje var 0-48 timer og det fjerde intervallet var 0-96 

timer. 
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2.5 Forsøksoppsett 

Det ble utlevert egg fra åtte hunnfisk (F1-F8) og melke fra flere hannfisk. Egg fra hunnfisk 

(F1-F4) ble behandlet den første uken (05.11.19) og egg fra hunnfisk (F5-F8) ble behandlet 

den andre uken (12.11.19). Ulike lagringsgrupper ble fordelt i forhold til hunnfisk (F1-F8), 

lagringsmedium; OF, NaCl, Cort + og Cort -, lagringsintervall; 0, 24, 48 og 96 timer, og 

replikat (R1-R2) (Figur 1). Egg fra ulike hunnfisk, lagringsintervall og medier ble fordelt på 

to replikater, hvor hvert replikat bestod av 250 egg. For hvert medie og tidsintervall ble det 

lagret egg fra åtte ulike hunnfisk i duplikat. Fra hver hunnfisk så ble det altså hentet 250 egg x 

2 replikat x 4 lagringsmedium x 4 lagringstidspunkt (Figur 1). 

 
Figur 1: Skjematisk presentasjon av oppsett for lagring av ubefrukta egg hentet fra F1-F8 ved 0 timer lagring. 
Samme prosedyre ble fulgt for 24, 48 og 96 timer lagring, og for NaCl, Cort + og Cort - mediene. 

 

2.5.1 Estimering av 250 egg 

For å beregne vekten av 250 egg, som var antallet som skulle benyttes i hvert replikat, så ble 

25 egg plukket ut fra hver hunnfisk (F1-F8) og vekten ble notert. Denne prosedyren ble 

gjentatt tre ganger og gjennomsnittet av målingene ble satt inn i formel 1. Dette gjorde at man 

fikk kalkulert vekten som var nødvendig for å oppnå 250 egg for F1-F8. 

���� ���	
� 250 ��� �  
25 ������� ����

������ ������ ����
 � 250 ��
���� 1� 
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2.5.2 Lagringsbetingelser for ubefrukta egg 

Firkantede begerglass med et totalt volum på 300 ml som målte 67,5 mm (bredde) x 67,5 mm 

(lengde) x 94 mm (høyde) ble brukt ved lagring av ubefrukta egg. Egg ble lagret i 2-3 lag. 

Egg som ble lagret i OF fikk i tillegg 10 - 15 ml av egen OF tilsatt slik at eggene var godt 

dekket. Egg som skulle lagres i kunstige løsninger fikk OF vasket bort. Egg ble vasket med 

den samme løsningen som de skulle lagres på og deretter overført til begerglasset som 

inneholdt 120 ml av denne løsningen. Begerglass ble oppbevart i et kjøleskap som holdt ca. 4 

± 1 oC (Figur 2). Et lokk delvis forseglet begerglasset og hindret dermed fordampning, men 

sørget også for fri tilgang på oksygen. 

 
Figur 2: Ubefrukta egg lagret i kjøleskap før fertilisering. Foto: Magnus Øen. 

2.5.3 Egg for genuttrykk 

Egg som skulle undersøkes for genuttrykk ble lagt direkte på RNAlater (RNAlaterTM RO901, 

Sigma). Fra hver hunfisk (F1-F8) ble 12 egg tilfeldig valgte ut fra hvert replikat (R1-R2) og 

overført til et prøverør (15 ml) og tilsatt 10 ml RNAlater. Prøverør ble deretter lagret over 

natta i kjøleskap ved 4 ± 1 oC. Dagen etter ble prøvene overført til en fryser og lagret ved -80 
oC. Ved lagringstidspunkt 0 timer ble det kun tatt egg fra OF. Ved lagringstidspunkt 24, 48 og 

96 timer ble det tatt egg fra alle fire lagringsmedier. 

2.5.4 Befruktning av egg 

Egg ble befruktet i begerglass (300 ml) som fikk tilsatt 100 μl melke og 50 ml 

aktivatorløsning. Aktivatorløsningen gir ekstra energi til spermiene (Cryogenetics, 2014). Egg 

fra F1-F4 ble befruktet med melke fra gonader som hadde blitt kvernet. Egg fra F5-F8 ble 

befruktet med melke som hadde blitt behandlet på forskjellige måter. Egg lagret ved 0 timer 
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ble befruktet med fersk melk som hadde blitt strøket. Egg lagret i 24 timer ble befruktet med 

melke som hadde blitt kvernet. Egg lagret i 48 timer ble befruktet med melke som hadde blitt 

lagret i 48 timer. Lav aktivitet til spermiene førte til at dosen ble doblet til 200 μl melke. Egg 

lagret i 96 timer ble befruktet med melke som hadde blitt strøket og lagret i 24 timer i 

kjøleskap ved 4 ± 1 oC. Før befruktning ble spermie evaluert under mikroskop. Aktivitet, 

hastighet og bevegelse ble vurdert (subjektivt) ved at objektglass med melke fikk tilsatt 

aktivatorløsning. To minutter etter befruktning ble eggene helt over en sil og vasket med 

vann. Dette ble gjort for å fjerne rester av aktivatorløsning og melke. Egg ble overført tilbake 

til begerglasset der 100 ml med vann var tilsatt. Begerglasset ble plassert i et kjøleskap slik at 

eggene kunne svelle. Egg ble hentet etter 2 timer med svelling og ble desinfisert med buffodin 

(Figur 3). Dette ble gjort for å forhindre spredning av smitte. En dosering på 100 mg/L ble 

benyttet. 

 
Figur 3: Desinfisering av egg med buffodin etter to timer med svelling. Foto: Magnus Øen. 

Etter desinfisering så ble egg flyttet til inkubering. Dette ble gjort i et annet bygg som hadde 

et rom med klekkeskap. Hvert skap hadde åtte skuffer, hvor hver skuff ble delt inn i to bakker 

og hver bakke (Figur 4) hadde 36 rom som målte 75 mm (bredde) x 75 mm (lengde) x 50 mm 

(høyde). Vann ble kontinuerlig tilført og holdt ca. 8 ± 0,3 oC. 
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Figur 4: En av åtte bakker i klekkeskap med egg fordelt i 36 rom. Egg i en bakke stammet fra fire ulike fisk (F1-
F4 eller F5-F8), men hadde samme lagringstid (0, 24, 48 eller 96 timer). Ett inkubasjonsrom representerer et 
replikat. Foto: Magnus Øen. 

2.5.5 Oppbevaring og transport 

Prøvene ble lagret ved -80 oC etter endt prøvetaking. Fra Reistad ble prøver sendt via ekspress 

post til NFH, ved Universitetet i Tromsø. Under transport ble prøvene lagret i isolerte 

isoporkasser med fryseelement. Ved mottakelse på NFH ble prøvene overført til en fryser og 

lagret ved -20 oC. 

2.6 Evaluering av eggkvalitetsdata 

2.6.1 Befruktning 

Tjuefire timer etter befruktning ble 50 tilfeldig utvalgte egg hentet fra hvert replikat. Deretter 

ble egg fiksert i eddiksyre (5 % eddiksyre i 0,9 % NaCl løsning) i to minutter. Fiksering i 

eddiksyre ville stoppe celledelingen (Aslaksen, 2016). Egg ble deretter lagt på Cort + og 

inkubert i kjøleskap ved 4 ± 1 oC frem til evaluering. Befruktningsrate og celledeling ble 

evaluert under mikroskop. Befruktningsrate ble evaluert i forhold til om egget hadde blitt 

aktivert med udelt blastodisk, en celle. 

2.6.2 Beregning av overlevelse til 120 døgngrader  

Femti egg ble tilfeldig plukket ut fra hvert replikat etter inkubasjon i 120 døgngrader og 

evaluert i forhold til antall individer som hadde utviklet ryggstreng. Evaluering ble gjort under 

mikroskop og antall levende egg ble notert ned (Vedlegg 1). Prosentvis overlevelse til 

gastrulasjon ble kalkulert ved bruk av formel 2. 
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2.6.3 Beregning av overlevelse til øyrerognstadiet  

Femti egg ble tilfeldig utvalgt fra hvert replikat. Tre hundre døgngrader etter befruktning for 

egg hentet fra F1-F4 og 248 døgngrader etter befruktning for egg hentet fra F5-F8. Egg ble 

evaluert under mikroskopering i forhold til vellykket utvikling til øyerognstadiet. Antall egg 

ved øyerognstadiet ble notert ned (Vedlegg 2). Prosentvis overlevelse til øyerognstadiet ble 

kalkulert ved bruk av formel 2. 

2.6.4 Databehandling av eggkvalitetsparametere  

Antall dager fra befruktning til gastrulasjon (120 dg) og øyerogn (248- og 300 dg) ble funnet 

ved at døgngrader ble dividert på den gjennomsnittlige temperaturen i vannet (8 oC). 

Statistisk analyse ble gjennomført ved å bruke gjennomsnittet for replikatene ved et 

lagringstidspunkt, for et lagringsmedium, for hver fisk og satt inn i formel 2. 

�� �  
�1 + �2

�
 (�
���� 2) 

�� = gjennomsnitt av begge replikatene for en fisk, R1 = replikat 1 og R2 = replikat 2, n = 

antall replikater. 

2.7 Analyser 

2.7.1 RNA isolering fra egg 

RNA ble isolert ved bruk av trizol metoden (Vedlegg 3). Prøvene ble tint på is. Fra hver 

hunnfisk (F1-F8), hvert medie og lagringstidspunkt ble det isolert RNA fra 10 egg. Fem egg 

fra hvert replikat. Eggene ble overført til et eppendorfrør (homogeniseringstube) på 2 ml. 

Grunnet ekstraksjonstekniske utfordringer måtte egg fra hvert replikat fordeles på to 

eppendorfrør. Tre egg ble overført til eppendorfrør 1, og to egg ble overført til eppendorfrør 2. 

Individuelle egg ble punktert ved at en steril nål ble ført gjennom egget. 

To keramiske kuler ble overført til hvert rør. Kulene ville male opp vevsprøvene til en 

homogen væske.1000 µl med Trizol (Trizol reagant ambion) ble overført til hvert prøverør. 

Prøvene ble deretter plassert i en homogenisator (Tissuelyser II, Qiagen) og homogenisert. 

Prøvene ble homogenisert med en rpm på 12 000 x 1 min x fem runder. Prøvene ble deretter 

blandet godt i en vortex (REAX 2000, Heidolph) i 15 sek. Prøvene ble sentrifugert 

(Centrifuge 5418R, eppendort) ved 12 000 rpm x 10 min ved 4 oC. Supernantan fra de fire 
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ekstraksjonsrørene ble overført og blandet i et større eppendorfrør (15 ml). 1 ml av denne 

supernatanten ble overført til et eget eppendorfrør (2 ml). Resterende supernatanten ble lagt 

på lagring ved -80 oC. 

Fem hundre µl kloroform (Sigma-Aldrich) ved 4 oC ble overført til hvert eppendorfrør med 1 

ml supernatant. Prøvene ble vortexet i 15 sek, etterfulgt av inkubering i 5 min ved 

romtemperatur. En ny runde med sentrifugering ble gjennomført ved 12 000 rpm x 15 min 

ved 4 oC. Prøven bestod nå av tre faser, hvor den øverste vannfasen ble overført til et nytt 

eppendorfrør. Fem hundre µl med trizol og 200 µl med kloroform ble tilsatt. Tuben ble 

deretter plassert i en vortex i 15 sek. 

Prøven ble inkubert i 5 min ved romtemperatur. Prøven ble deretter sentrifugert ved 12 000 

rpm x 15 min ved 4 oC. Den øverste vannfasen ble pipettert ut og overført til et nytt prøverør 

(DNA low-bind tube). 500 µl med isopropanol (2-propanol, VWR) ved -20 oC ble tilsatt. 

Prøven ble deretter inkubert over natta ved -20 oC. Dagen etter ble prøven tatt ut fra 

inkubering og sentrifugert ved 12 000 rpm x 10 min ved 4 oC. Isopropanol ble fjernet og 

eksponerte en hvitt RNA pellet. Pelleten ble vasket med 1 ml etanol (Ethanol absolute, VWR) 

fortynnet til 80 %. Prøven ble sentrifugert ved 10 000 rpm x 5 min ved 4 oC. Pelleten ble 

vasket på nytt med etanol og sentrifugert ved 10 000 rpm x 5 min ved romtemperatur. 

Etanol ble deretter pipettert ut og resten ble fordampet ved å tørke pelleten ved 37 oC. Pelleten 

ble løst opp i 30 µl vann (DEPC (RNAse inhibitor)-treated water, Ambion) og inkubert i et 

varmeskap i 10 min ved 55 oC Prøven ble deretter lagret ved -80 oC. 

 

2.7.2 Nanodropp 

En fullskjermet UV spektrofotometer (Thermo ScientificTM, Nanodropp 2000) ble brukt til å 

bestemme renheten til RNA (Vedlegg 4). Nanodropp behandling ville avsløre eventuell DNA 

kontaminering. Spektrofotometeret måler konsentrasjonen til RNA i prøven og måler mengde 

RNA mot mengde DNA ved å måle absorbansen ved henholdsvis 260/280 nm. En verdi som 

≥ 2,0 tilsier at prøven ikke er kontaminert. 

Analysen ble gjennomført ved at isolert RNA ble tint på is. Spektrofotometeret ble rengjort og 

en null prøve ble gjennomført for å undersøke om vannet var kontaminert. 1,1 µl med vann 

(nukleasefritt) ble pipettert og analysert. Spektrofotometeret ble stilt inn slik at prøvene ble 

avlest som RNA. 
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Et filterpapir ble brukt til å fjerne vannrester fra instrumentet. Deretter ble 1,1 µl med prøve 

pipettert og analysert. Pippetespiss ble byttet mellom hver prøve og instrumentet ble rengjort 

med et filterpapir mellom hver analysering. 

Analysering ble gjennomført for 104 individuelle prøver og viste at RNA var kontaminert 

med DNA. Prøvene hadde en gjennomsnittlig verdi på 1,49 for 260/280 og 142,71 ng/μg 

RNA. En DNase behandling ble derfor gjennomført. 

2.7.3 DNase behandling 

DNase behandling ble utført ved å bruke et TURBO DNA-freeTM kit fra Thermofisher 

Scientific (Vedlegg 5). Prøver som hadde en RNA-konsentrasjon som var større enn > 200 ng 

per µl ble fortynnet. 15 µl RNA og 15 µl H2O ble pipettert over til et nytt prøverør. En rutine 

DNase behandling ble valgt på bakgrunn av at de fleste prøvene hadde en konsentrasjon som 

var mindre enn 200 ng. 

RNA prøvene fikk tilsatt 3 µl med 10X TURBO DNase TM buffer og 2 µl med TURBO 

DNaseTM enzym. Prøven ble blandet forsiktig. Deretter fulgte en inkubasjonsperiode som 

varte i 20-30 min ved 37 oC. 3 µl med DNase inaktiverings reagant ble tilsatt og prøverøret 

ble mikset i vortex. Prøven ble inkubert i 5 min ved romtemperatur. Under inkubasjon ble 

prøven omdispergert ved 3 anledninger.  

Prøven ble deretter sentrifugert ved 10 000 rpm x 1,5 min. Supernantanten med RNA ble 

pipettert ut og overført til en ny tube. En ny nanodropp behandling ble gjennomført og viste at 

konsentrasjonen hadde gått ned til 69,80 ng/μl og renheten for 260/280 var på 1,50. Kvaliteten 

på RNA ble ansett som god nok for alle prøver (pers. med. Dhivya Borra Thiyagarajan, 

Universitetet i Tromsø). RNA prøvene ble lagret ved -20 oC. 

 

2.7.4 cDNA syntese 

Det ble brukt et High-capacity RNA-to-cDNATM kit (appliedbiosystems) for syntese av 

cDNA (Vedlegg 6). 200 ng med RNA ble brukt fra hver prøve. 10 µl med 2X RT Buffer mix, 

1 µl med 20X RT Enzyme mix (Invitrogen), 9 µl med RNA + H2O ble blandet sammen til et 

totalt reaksjonsvolum på 20 µl for hver brønn. En 96-brønns plate (Semi skirted 96 well plate) 

ble benyttet som reaksjonsbeholder. 
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Platen ble forseglet med plast og plassert i en sentrifuge og spunnet ned. cDNA ble syntetiser 

ved bruk av Applied Biosystems 2720 Thermal cycliner. Platen ble først inkubert i 10 min 

ved 25 oC, deretter 30 min ved 50 oC og avsluttet med 5 min ved 95 oC. 

Ett hundre og fire prøver ble fordelt på to plater. Hver plate hadde to kontroller. En NTC 

kontroll og en NORT (-RT) kontroll. NTC kontrollen bestod av 10 µl RT buffer, 1 µl RT 

enzym og 9 µl vann. NORT kontrollen bestod av 9 µl med tilfeldig RNA og 11 µl med vann. 

NTC kontrollen skulle sjekke om mastermix var kontaminert, mens NORT kontrollen skulle 

undersøke om RNA var kontaminert. En plateinndeling er oppgitt i Tabell 2 og 3.  

Tabell 2: Prøve 1-52. Ufortynnet cDNA. 

NTC NTC NORT NORT 1 2 3 4 5 6 7 8 

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 

45 46 47 48 49 50 51 52     

            

            

            

 

Tabell 3: Prøve 53-104. Ufortynnet cDNA. 

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 

65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 

77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 

89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 

101 102 103 104 NTC NTC NORT NORT     

            

            

            

 

2.7.5 RT-qPCR 

Prøvene med cDNA ble fortynnet 1:10 (5 µl cDNA med 45 µl H2O). Fortynnet cDNA ble 

overført til en egen 96-brønn plate (MicroAmp Fast Optical 96-well, Life Technologies). Ett 

hundre og fire prøver ble fordelt over to plater. Ufortynnet cDNA ble lagret ved -20 oC og 

fortynnet cDNA ble lagret ved 4 oC. Reaksjonsvolumet for en brønn var på 15 µl. Fem µl med 

fortynnet cDNA, 7,5 µl med sybr green (PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix, 
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appliedbiosystems) og 2,5 µl med primer. Primer var spesifikk for hvert gen. Primer hadde en 

bruksløsning på 5 µM og tilsvarte 0,25 µM per reaksjon. En oversikt over primere er gitt i 

vedlegg 8. Tabell 4 viser reaksjonsvolumet for hver brønn. 

 

Tabell 4: Reaksjonsvolum for en RT-qPCR reaksjon. 

Reaksjons volum (RT-qPCR) 

cDNA 5 µl 
Fast Sybr green 7,5 µl 
Reverse primer 1,25 µl 
Forward rimer 1,25 µl 

 

En multikanalspipette (8-kanalspipette 5-50 µl med 100 µl pippetespiss) ble brukt til å tilsette 

5 µl cDNA i hver brønn. En mastermix ble fremstilt som beskrevet ovenfor og tilsatt i hver 

brønn med cDNA. Hver 96-brønnplate ble testet for et gen. Hver prøve ble fordelt på to 

duplikater. For å analysere 104 forskjellige prøver, ble duplikatene fordelt på tre plater.  

Plate nummer 1 fikk tilsatt prøve 1-47 (Tabell 5), plate nummer 2 fikk tilsatt prøve 48-94 

(Tabell 6) og plate nummer 3 fikk tilsatt prøve 95-104 (Tabell 7). De to siste brønnen på hver 

plate fikk tilsatt H2O for å avdekke uspesifikk binding.  Fremgangsmåten ble gjentatt for hvert 

gen. 

Tabell 5: Prøve 1-47. 

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 

7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12 

13 13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18 

19 19 20 20 21 21 22 22 23 23 24 24 

25 25 26 26 27 27 28 28 29 29 30 30 

31 31 32 32 33 33 34 34 35 35 36 36 

37 37 38 38 39 39 40 40 41 41 42 42 

43 43 44 44 45 45 46 46 47 47 H2O H2O 
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Tabell 6: Prøve 48-94. 

48 48 49 49 50 50 51 51 52 52 53 53 

54 54 55 55 56 56 57 57 57 58 59 59 

60 60 61 61 62 62 63 63 64 64 65 65 

66 66 67 67 68 68 69 69 70 70 71 71 

72 72 73 73 74 74 75 75 76 76 77 77 

78 78 79 79 80 80 81 81 82 82 83 83 

84 84 85 85 86 86 87 87 88 88 89 89 

90 90 91 91 92 92 93 93 94 94 H2O H2O 

 

Tabell 7: Prøve 95-104. 

95 95 96 96 97 97 98 98 99 99 100 100 

101 101 102 102 103 103 104 104 H2O H2O     

                        

                        

                        

                        

                        

                        

 

Plater ble analysert i en 7500 Fast Real-Time PCR systems maskin (Applied biosystems, CA, 

USA). En datamaskin med programmet 7500 programvare v2.3 ble benyttet. Reaksjonsvolum 

per brønn ble satt til 15 µl. Se vedlegg 7 for inkubasjonsprogram. 

2.7.6 Primere 

β-aktin og elongeringsfaktor-1α ble brukt som referansegener. De har vist seg å ha et 

genuttrykk som er stabilt og ble derfor valgt som referansegener (Ingerslev et al., 2006).  

Primer-blast ble brukt til å designe primerne (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). Det ble laget en firefolds fortynningsserie, med seks fortynninger. Ultra pure vann ble 

brukt til fortynning. Det ble så kjørt RT-qPCR av hver fortynning. Ct-verdiene for hvert gen 

ble så brukt til å lage en standardkurve og stigningstallet (slope) ble beregnet. Denne kan 

settes direkte inn i formel 3 for utregning av primereffektiviteten (E). Den matematiske 

modellen er beskrevet av Pfaffl (2001). Alle primere hadde en bruksløsning på 5 μm med 

brukskonsentrasjon på 0,25 μm. Effektiviteten for primere varierte mellom 88-103 % 

(Vedlegg 8).  
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2.7.7 Statistikk og databehandling 

Grafisk fremstilling av data og utregninger ble utført med Excel©, 2010 (Microsoft 

Corporation, NM, USA). Statistiske undersøkelser for genuttrykk ble utført på delta Ct-

verdier (dCt) og prosentvis overlevelse for eggkvalitetsdata. En to-veis variansanalyse ble 

valgt for å teste for eventuelle effekter av lagringsmedie og lagringstid på genuttrykk og 

eggkvalitetsdata (Frøslie, 2017). Testing ble gjort ved bruk av programmet SigmaPlot 14.0 

(Systat Software Inc., San Joe, CA, USA). Signifikante forskjeller mellom grupper ble 

betegnet som signifikant dersom P < 0,05.  

En forutsetning ved ANOVA er at datasettene som ligger til grunn for analysen er 

normaltfordelt (Mackenzie, 2018). Genuttrykk og eggkvalitetsdata ble testet for normalitet 

ved bruk av Kolmogorov-Smirnov og Shapiro-Wilk’s metode for normalitetstesting 

(Kirkman, 1996, Upton et al., 2008). Normalitetstesting ble gjennomført ved bruk av 

SigmaPlot. Det var store variasjoner i datasettet for overlevelse- til 120 døgngrader og 

øyerognstadiet. Derfor ble det valgt å gjennomføre en arcsin-transformering (Warton et al., 

2011) og dette gjorde at man fikk normalfordeling av data. 

Den statistiske analysen ble tolket på bakgrunn av tre P-verdier. Den første P-verdien avslører 

om det er en signifikant effekt av tid. Egg ble lagret ved 0, 24, 48 og 96 timer. Den andre P-

verdien sier noe om det er en signifikant effekt i forhold til lagringsmedium (OF, NaCl, Cort 

+ og Cort -). En tredje P-verdi avslører om det er signifikant interaksjon mellom variablene 

(Lagringstid mot lagringsmedie). Hvis det er en signifikant interaksjon så betyr dette at den 

avhengige variabelen, som i dette tilfellet er genet eller eggkvalitetsparameter som 

undersøkes, endrer seg forskjellig mellom en eller flere medier over tid (Mchugh, 2011). 

En ANOVA test vil imidlertidig ikke avsløre hvor imellom hvilke medier ved hvilke 

tidspunkter denne forskjellen befinner seg. Derfor ble det gjennomført en post hoc test som 

ville avsløre hvor denne forskjellen befinner seg (Mahajan, 2016). En Bonferroni t-test ble 

valgt på bakgrunn av at n varierte noe mellom gruppene som ble sammenlignet for genuttrykk 

(Mchugh, 2011). En Tuckey test ble valgt for eggkvalitet siden n = 8 (Abdi et al., 2010). 

En Pearson-korrelasjonsanalyse ble gjennomført for å undersøke om det var signifikante 

korrelasjoner mellom overlevelse- til 120 døgngrader mot øyerognstadiet og mellom 
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overlevelse til 120 døgngrader mot aktivering av egg. Analysen ble gjennomført i SigmaPlot. 

Koeffisienten for Pearson korrelasjonsanalyse, r, varierer mellom -1 og +1 og vil beskrive 

sterk negativ eller sterk positiv korrelasjon. Det er graden av sammenheng mellom variablene 

som måles av r. Signifikant korrelasjon påvises hvis p < 0,05 (Vedlegg 10a og 10b.   
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3. Resultater 

3.1 Eggaktivering (Befruktningsrate)  

Egg ble evaluert 24 timer etter befruktning i forhold til andel aktiverte egg (befruktningsrate). 

Gjennomsnittlig befruktningsrate over alle lagringsintervallene var høy for alle 

lagringsmedier. Befruktningsraten hos egg lagret i OF, NaCl, Cort + og Cort - var på 

henholdsvis 86 %, 76 %, 85 %, og 79 %. Det ble påvist en signifikant effekt (P < 0,001) av 

lagringstid og lagringsmedium, men det ble ikke påvist en signifikant effekt av interaksjon 

mellom variablene (Figur 5). 

 
Figur 5: Eggaktivering etter lagring av ubefruktede egg i ulike medier (OF = ovarievæske, NaCl = 0,9 % 
natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = Cortlandløsning uten Ca2+) og ulike 
lagringstider (0-96 timer etter stryking fra donorfisk). Data er presentert som gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8 for 
hvert medie for hver lagringstid. Ulike tall indikerer at det er signifikante forskjeller mellom lagringstider for et 
lagringsmedium og ulike små bokstaver indikerer at det er signifikante forskjeller mellom lagringsmedier som 
gjelder for en lagringstid.  

Befruktningsraten endret seg lite med økende lagringstid for egg behandlet i OF og Cort +, 

men egg som hadde blitt lagret i NaCl og Cort - hadde en lavere befruktningsrate med økende 

lagringstid. Det var signifikante forskjeller for befruktningsrate (P < 0,05) mellom 0- mot 48 

timer, og mellom 0- mot 96 timer lagring for egg behandlet i både NaCl og Cort - (Figur 5). 
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For egg som hadde blitt befruktet etter 0 timer lagring var befruktningsraten for egg behandlet 

i OF, NaCl, Cort + og Cort - på henholdsvis 89 %, 84 %, 90 % og 87 %. Dette tilsvarer en 

forskjell på 6 % mellom høyest- og lavest befruktningsrate. Befruktningsraten for egg lagret i 

24 timer var noe lavere. Egg lagret i 24 timer før befruktning hadde en befruktningsrate på 

henholdsvis 85%, 78 %, 87 % og 79 % mellom de ulike mediene. Forskjellen mellom høyest- 

og lavest befruktningsrate var noe høyere med 9 % (Figur 5). 

Egg lagret i 48 timer før befruktning hadde en befruktningsrate som var noe lavere for alle 

lagringsmedier i forhold til 24 timer lagring. Det ble påvist signifikant forskjell (P < 0,05) i 

befruktningsrate mellom egg som hadde blitt behandlet med OF mot NaCl, og mellom egg 

behandlet med Cort + mot NaCl. Befruktningsraten for egg behandlet med OF, NaCl, Cort + 

og Cort - var på henholdsvis 84 %, 71 %, 82 % og 75 %. Forskjellen mellom høyest- og lavest 

befruktningsrate var på 13 % (Figur 5).  

Etter lagring i 96 timer før befruktning hadde befruktningsraten blitt høyere for alle 

lagringsmedier, utenom Cort +. Lagring i 96 timer var det eneste intervallet hvor OF hadde en 

tydelig høyere befruktningsrate enn Cort + (Figur 5). Det ble påvist signifikant forskjell (P < 

0,001) i befruktningsrate mellom egg som hadde blitt behandlet med OF mot NaCl, og 

signifikant forskjell (P < 0,05) mellom egg behandlet med OF mot Cort -. Befruktningsraten 

for egg behandlet med OF, NaCl, Cort + og Cort - var på henholdsvis 87 %,72 %, 81 % og 77 

% (Figur 5). 

3.2 Overlevelse til 120 døgngrader 

Overlevelse ved gastrulasjon ble evaluert etter en inkubasjonsperiode på 120 døgngrader etter 

befruktning. Gjennomsnittlig overlevelse over alle lagringsintervallene for egg lagret i OF, 

NaCl, Cort + og Cort - var på henholdsvis 82 %, 21 %, 70 %, og 41 %. Det ble påvist en 

signifikant effekt (P < 0,001) av lagringstid, lagringsmedium og effekt av interaksjon mellom 

variablene (Figur 6). 
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Figur 6: Prosentvis overlevelse til 120 døgngrader etter lagring av ubefruktede egg i ulike medier (OF = 
ovarievæske, NaCl = 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = 
Cortlandløsning uten Ca2+) og ulike lagringstider (0-96 timer etter stryking fra donorfisk). Data er presentert som 
gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8 for hvert medie for hver lagringstid. Ulike tall indikerer at det er signifikante 
forskjeller mellom lagringstider for et lagringsmedium og ulike små bokstaver indikerer at det er signifikante 
forskjeller mellom lagringsmedier som gjelder for en lagringstid. 

Egg befruktet etter 0 timer lagring hadde høy overlevelse blant gruppene som hadde blitt 

behandlet med OF og Cort +, på henholdsvis 83 % og 86 %. Egg vasket med NaCl og Cort - 

hadde en noe lavere overlevelse med 64 % og 66 %. Det var nesten 22 % forskjell mellom 

høyest- og lavest overlevelse. Signifikant forskjell (P < 0,05) ble påvist mellom Cort + mot 

NaCl (Figur 6).  

Egg lagret i 24 timer før befruktning førte til at det var store forskjeller mellom 

lagringsmediene i forhold til overlevelse (Figur 6). Egg som hadde blitt vasket og lagret i OF 

eller Cort + hadde en overlevelse på henholdsvis 82 % og 88 %. Behandling med NaCl eller 

Cort - resulterte i en lavere overlevelse med 12 % og 50 % respektivt. Det var forskjeller som 

var signifikante. Signifikans (P < 0,001) ble påvist mellom OF mot NaCl, OF mot Cort -, Cort 

+ mot Cort - og mellom Cort - mot NaCl. 

Etter 48 timer lagring så var overlevelse redusert i alle lagringsmedier, utenom OF (Figur 6). 

Overlevelse hos egg etter lagring i OF, NaCl, Cort + og Cort - var på henholdsvis 90 %, 7 %, 

74 % og 31 %. Dette var første lagringsintervall hvor Cort + ikke hadde den høyeste 
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overlevelsen. Det ble påvist signifikante forskjeller (P < 0,001) mellom OF mot NaCl, OF 

mot Cort -, Cort + mot NaCl, Cort + mot Cort - og signifikant forskjell (P < 0,05) mellom 

Cort - mot NaCl (Figur 6).  

Egg som hadde blitt befruktet etter 96 timer lagring hadde stor variasjon for overlevelse 

mellom lagringsmedier. Overlevelse hos egg som hadde blitt lagret i OF, NaCl, Cort + og 

Cort - var på henholdsvis 71 %, 2 %, 31 % og 16 %. OF hadde den høyeste overlevelsen blant 

alle lagringsmedier, mens NaCl fremdeles hadde den svakest overlevelsen (Figur 6). Det var 

signifikante forskjeller (P < 0,05) for overlevelse mellom alle lagringsmedier, men ikke for 

egg som hadde vært lagret i Cort + mot Cort - og mellom Cort - mot NaCl.  

Egg som hadde blitt lagret i OF hadde ingen tydelige forskjeller mellom lagringstidspunkt i 

forhold til overlevelse. Egg som ble lagret i NaCl fikk påvist signifikante forskjeller (P < 

0,001) for overlevelse mellom 0- mot 24-, 48- og 96 timer lagring. Det ble observert en 

betydelig redusert overlevelse fra og med 24 timer lagring for behandling med NaCl. Egg som 

hadde blitt behandlet med Cort + hadde en høy overlevelse frem til 48 timer lagring. Det var 

en signifikant forskjell for egg behandlet med Cort + mellom 96- mot 0-, 24- og 48 timer 

lagring (P < 0,001). Egg som hadde blitt lagret i Cort - hadde en negativ utvikling for 

overlevelse fra og med 24- til 96 timer lagring. Det var signifikante forskjeller mellom egg 

behandlet med Cort - og ble påvist mellom 0- mot 48 timer (P < 0,05), 0- mot 96 timer (P < 

0,001) og mellom egg som hadde blitt lagret i 24- mot 96 timer (P < 0,05) (Figur 6).  

3.3 Overlevelse til øyerogn 

Embryo overlevelse til øyerogn ble evaluert etter en inkubasjonsperiode på 248- og 300 

døgngrader etter befruktning. Resultatet vist at overlevelse for egg behandlet med OF og Cort 

+ var relativ høy, mens overlevelse for egg behandlet med NaCl og Cort - var betydelig lavere 

(Figur 7). Gjennomsnittlig overlevelse over alle lagringsintervallene for egg lagret i OF, 

NaCl, Cort + og Cort - var på henholdsvis 77 %, 19 %, 66 % og 39 %. Det ble påvist en 

signifikant effekt (P < 0,001) av lagringstid, lagringsmedium og interaksjon mellom de to 

variablene (Figur 7). 
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Figur 7: Prosentvis overlevelse til øyerognstadiet etter lagring av ubefruktede egg i ulike medier (OF = 
ovarievæske, NaCl = 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = 
Cortlandløsning uten Ca2+) og ulike lagringstider (0-96 timer etter stryking fra donorfisk). Data er presentert som 
gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8 for hvert medie for hver lagringstid. Ulike tall indikerer at det er signifikante 
forskjeller mellom lagringstider for et lagringsmedium og ulike små bokstaver indikerer at det er signifikante 
forskjeller mellom lagringsmedier som gjelder for en lagringstid. 

Egg befruktet etter 0 timer lagring hadde en relativ høy overlevelse for behandling med alle 

lagringsmedier. Overlevelse for egg behandlet med OF, NaCl, Cort + og Cort - var på 

henholdsvis 77 %, 63 %, 82 % og 70 %. Dette tilsvarte en forskjell på 19 % mellom høyest- 

og lavest overlevelse. Det ble ikke påvist signifikant forskjell, men det ble observert en lav p-

verdi mellom Cort + mot NaCl (P = 0,091) og ble betegnet som marginalt ikke signifikant 

effekt. 

Tjuefire timer lagring før befruktning første til at det var store forskjeller mellom 

lagringsmediene i forhold til overlevelse (Figur 7). Overlevelse var fremdeles høyest blant 

gruppene som hadde blitt behandlet med OF og Cort + med 78 % og 86 % respektivt. Lagring 

i NaCl og Cort - ga en lavere overlevelse med henholdsvis 6 % og 49 %. Signifikant forskjell 

(P < 0,001) ble påvist mellom alle lagringsmedier, utenom egg som hadde blitt lagret i Cort + 

mot OF (Figur 7). 

Etter 48 timer lagring så var overlevelse lavere for alle lagringsmedier, utenom OF (Figur 7). 

OF og Cort + hadde høyest overlevelse med henholdsvis 86 % og 68 %, mens NaCl og Cort - 
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hadde en lavere overlevelse med 3 % og 27 % respektivt. Forskjellen mellom høyest- og 

lavest overlevelse var på 83 %. Det ble påvist signifikante forskjeller (P < 0,001) mellom alle 

lagringsmedier, utenom egg som hadde blitt lagret i OF mot Cort + (Figur 7). 

For egg som hadde blitt befruktet etter 96 timer lagring så var overlevelse høyest for gruppene 

som hadde blitt lagret i OF og Cort + med henholdsvis 63 % og 26 %. NaCl og Cort - hadde 

en lavere overlevelse med 0 % og 8 % respektivt. Det ble påvist signifikante forskjeller (P < 

0,001) mellom OF mot alle andre lagringsmedier (Figur 7). Det ble også påvist signifikans 

mellom Cort + mot NaCl (P < 0,01). Det ble i tillegg observert en lav p-verdi mellom Cort + 

mot Cort - (P = 0,098) og ble betegnet som marginalt ikke signifikant effekt.  

Overlevelse for egg lagret i OF hadde liten endring over tid, men var noe høyere ved 48 timer 

lagring i forhold til de tre andre lagringsintervallene (Figur 7). signifikans (P < 0,05) for OF 

ble påvist mellom 48- og 96 timer lagring. Overlevelse for egg lagret i NaCl hadde stor 

variasjon over tid. Det var en betydelig signifikant (P < 0,001) nedgang i overlevelse fra 0 

timer lagring mot alle andre lagringsintervaller (Figur 7). Egg behandlet med Cort + hadde en 

høy overlevelse fra 0- til og med 48 timer lagring. Signifikant forskjell (P = 0,001) ble påvist 

mellom 24- mot 96 timer, 0- mot 96 timer og mellom 48- mot 96 timer. Det ble i tillegg 

observert en lav p-verdi mellom 24- mot 48 timer (P = 0,113) og ble betegnet som marginalt 

ikke signifikant effekt. Overlevelse for egg behandlet med Cort - hadde en jevn nedgang med 

økende lagringsintervall. Signifikans (P < 0,001) ble påvist mellom 0- mot 96 timer, 0- mot 

48 timer, 24- mot 96 timer og mellom 24- mot 48 timer (P < 0,05) (Figur 7). Det ble i tillegg 

påvist lave p-verdier mellom 0- mot 24 timer (P = 0,060) og mellom 48- mot 96 timer (P = 

0,073). Observasjonene ble betegnet som marginalt ikke signifikant effekt.  

3.4 IGF-2 

Resultatet viser at egg som var lagret i NaCl hadde høyest uttrykk av IGF-2 ved alle 

lagringstidspunkt (Figur 8). Gjennomsnittlig uttrykk over alle lagringsintervallene for egg 

lagret i OF, NaCl, Cort + og Cort - var på henholdsvis 0,78, 1,64, 0,66 og 0,73. Uttrykket økte 

med økende lagringstid for de fleste lagringsmedier, men med noen variasjoner. Det ble ikke 

påvist signifikans for effekt av lagringstid eller effekt av interaksjon mellom variablene. Det 

ble imidlertidig påvist signifikans (P < 0,05) for lagringsmedium (Figur 8). 
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Figur 8: Uttrykk (fold change) av IGF-2 i ubefruktede egg etter lagring i ulike medier (OF = ovarievæske, NaCl 
= 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = Cortlandløsning uten Ca2+) og 
lagringstider (0-96 timer) etter stryking av stamfisk. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8, 
bortsett fra der tall på stolpe indikerer ny n. Ved lagringstid 0 ble uttrykket bare bestemt i egg holdt i OF. 

Signifikans ble påvist for lagringsmedium, men en Bonferroni t-test avslørte ikke mellom 

hvilke lagringsmedier. Det ble observert lave P-verdier ved sammenligning av OF mot alle 

andre lagringsmedier, Cort + (P = 0,056), NaCl (P = 0,072) og Cort - (P = 0,060). Forskjellen 

mellom OF mot alle andre lagringsmedier ble evaluert til å være marginalt ikke signifikant 

effekt. 

Etter 24 timer lagring så var uttrykket høyest hos egg behandlet med NaCl. Variasjonen var 

lav blant de resterende lagringsmediene. Uttrykk fra ubefrukta egg behandlet med OF, NaCl, 

Cort + og Cort - var på henholdsvis 0,71, 1,57, 0,47 og 0,61. Dette tilsvarte en forskjell på 

over 1 mellom høyest- og lavest uttrykk av IGF-2. Cort + hadde lavest uttrykk av alle 

lagringsmedier uten at det var noen signifikante forskjeller mellom noen av gruppene ved 

dette lagringstidspunktet (Figur 8).  

Egg som hadde blitt lagret i 48 timer hadde i likhet med tidligere lagringstidspunkt høyest 

uttrykk fra egg lagret i NaCl (Figur 8). Uttrykk etter behandling med OF, NaCl, Cort + og 

Cort - var på henholdsvis 0,72, 1,93, 0,83 og 0,48. Det ble ikke påvist signifikans mellom 

gruppene ved 48 timer lagring, men lav p-verdi (P = 0,093) mellom OF mot Cort + ble 

observert og evaluert som marginalt ikke signifikant effekt. 
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Etter 96 timer lagring så var det fremdeles NaCl som hadde høyest utrykk av IGF-2. 

Behandling med OF, NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 0,91, 1,42, 0,70 og 

1,10. Variasjon mellom alle lagringsmedier var lavere i forhold til tidligere lagringsintervaller 

(Figur 8). Cort + hadde lavest uttrykk av alle lagringsmedier uten at det var noen signifikante 

forskjeller mellom noen av gruppene ved dette lagringstidspunktet (Figur 8). Det ble ikke 

påvist signifikans, men lav p-verdi (P = 0,142) mellom OF mot Cort - ble observert og 

klassifisert som marginalt ikke signifikant effekt.  

3.5 IGF-3 

Resultatet viser at egg som var lagret i NaCl hadde høyest uttrykk av IGF-3 ved alle 

lagringstidspunkt, utenom ved 96 timer lagring hvor OF hadde høyest uttrykk (Figur 9). 

Gjennomsnittlig uttrykk over alle lagringsintervallene for egg lagret i OF, NaCl, Cort + og 

Cort - var på henholdsvis 2,12, 2,30, 0,79 og 0,63. Det ble påvist signifikans for lagringstid (P 

< 0,001) og for lagringsmedium (P < 0,05), men ikke for effekt av interaksjon mellom 

variablene (Figur 9). 

 
Figur 9: Uttrykk (fold change) av IGF-3 i ubefruktede egg etter lagring i ulike medier (OF = ovarievæske, NaCl 
= 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = Cortlandløsning uten Ca2+) og 
lagringstider (0-96 timer) etter stryking av stamfisk. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8, 
bortsett fra der tall på stolpe indikerer ny n. Ved lagringstid 0 ble uttrykket bare bestemt i egg holdt i OF. 
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Tjuefire timer lagring av ubefruktede egg resulterte i forskjeller mellom lagringsmediene i 

genuttrykk (Figur 9). Genuttrykket var høyest blant gruppen som hadde blitt lagret i NaCl. 

Behandling med OF, NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 1,77, 2,92, 0,94 og 

0,37. Det var en betydelig forskjell mellom grupper med høyest- og lavest genuttrykk (Figur 

9). Det ble påvist signifikans mellom OF mot Cort + (P < 0,05).  

Etter 48 timer lagring så var genuttrykk lavere for alle lagringsmedier, utenom OF og Cort - 

(Figur 9). Variasjon mellom lagringsmedier var noe mindre ved dette lagringstidspunktet. 

Behandling med OF, NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 2,24, 2,35, 0,81 og 

0,52. Det ble ikke påvist signifikante forskjeller mellom lagringsmedier (Figur 9). 

Ubefrukta egg lagret i 96 timer resulterte i at genuttrykk var høyere for grupper lagret i OF og 

Cort-, mens genuttrykk var lavere for egg lagret i NaCl og Cort + (Figur 9). Forskjellen 

mellom lagringsmedier var noe høyere ved dette lagringsintervallet. Behandling med OF, 

NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 2,36, 1,65, 0,61 og 1,00. Det ble ikke påvist 

signifikans mellom lagringsmedier (Figur 9). 

I dette eksperimentet så kan det rapporteres at genuttrykk av IGF-3 forandrer seg over tid for 

hvert lagringsmedie. For ubefrukta egg lagret i NaCl og Cort - kunne det påvises signifikant 

effekt av lagringstid mellom 0- og 96 timer lagring. Det ble også påvist signifikant effekt av 

lagringstid for egg lagret i Cort + mellom 0- og 24 timer lagring. 

3.6 NPM2 

Resultatet viser at ubefrukta egg som ble lagret i Cort + hadde høyest uttrykk av NPM2 ved 

alle lagringstidspunkt, utenom ved 96 timer lagring hvor Cort - hadde høyest uttrykk (Figur 

10). Gjennomsnittlig uttrykk over alle lagringsintervallene for egg lagret i OF, NaCl, Cort + 

og Cort - var på henholdsvis 0,56, 1,19, 1,24 og 1,19. Genuttrykk variere over lagringstid for 

de fleste lagringsmediene (Figur 10). Det ble påvist signifikans for lagringsmedium (P < 

0,001) og for interaksjon mellom de to variablene (P < 0,05), men det ble ikke påvist 

signifikans for lagringstid (Figur 10). 
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Figur 10: Uttrykk (fold change) av NPM2 i ubefruktede egg etter lagring i ulike medier (OF = ovarievæske, 
NaCl = 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = Cortlandløsning uten Ca2+) 
og lagringstider (0-96 timer) etter stryking av stamfisk. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8, 
bortsett fra der tall på stolpe indikerer ny n. Ved lagringstid 0 ble uttrykket bare bestemt i egg holdt i OF. 

For ubefrukta egg som hadde blitt lagret i 24 timer så ga lagring i Cort + det høyeste 

genuttrykket, mens lagring i OF ga lavest uttrykk (Figur 10). Behandling med OF, NaCl, Cort 

+ og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 0,60, 1,28, 0,94 og 0,78. Det var dobbel så stor forskjell 

mellom genuttrykk for egg lagret i Cort + mot OF, uten at det var noen signifikante forskjeller 

mellom gruppene ved dette lagringstidspunktet (Figur 10). Det ble ikke påvist signifikans, 

men lav p-verdi ble observert mellom OF mot NaCl (P = 0,173) og evaluert som marginalt 

ikke signifikant effekt. 

Lagring i 48 timer førte til at genuttrykk var høyere for alle lagringsmedier, utenom OF (Figur 

10). Variasjonen var høyere mellom lagringsmediene for dette lagringstidspunktet. Cort + 

hadde høyest uttrykk, mens OF hadde fremdeles lavest genuttrykk. Behandling med OF, 

NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 0,42, 1,21, 1,39 og 0,79. Signifikans (P < 

0,05) ble påvist mellom OF mot NaCl og mellom OF mot Cort + (Figur 10). 

Ubefrukta egg lagret i 96 timer resulterte i at genuttrykk var høyest for gruppen som hadde 

blitt lagret i Cort -, mens egg lagret i OF hadde fremdeles lavest genuttrykk (Figur 10). 

Variasjon var høy mellom Cort - og alle andre lagringsmedier ved dette lagringstidspunktet. 
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Behandling med OF, NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 0,64, 1,14, 1,02 og 

1,97. Det ble påvist signifikans mellom OF mot Cort - (P < 0,05) (Figur 10). 

Egg som hadde blitt lagret i OF hadde en signifikant effekt (P < 0,05) av lagringstid, mellom 

48- og 0 timer lagring. Det ble også påvist en signifikant effekt av lagringstid for egg 

behandlet med Cort -, hvor det ble påvist signifikant effekt (P < 0,05) mellom 48- mot 96 

timer lagring (Figur 10). 

3.7 Zar1L 

Resultatet viser at ubefrukta egg som ble lagret i NaCl hadde høyest uttrykk av Zar1L ved alle 

lagringstidspunkt, utenom ved 48 timer lagring hvor Cort + hadde høyest genuttrykk (Figur 

11). Uttrykk varierte for de fleste lagringsmediene med økende lagringstid. Gjennomsnittlig 

uttrykk over alle lagringsintervallene for egg behandlet med OF, NaCl, Cort + og Cort - var 

på henholdsvis 0,26, 0,87, 0,69 og 0,48. Det ble påvist signifikans for lagringstid (P < 0,05), 

men ikke for lagringsmedier eller for interaksjon mellom variablene (Figur 11). 

 
Figur 11: Uttrykk (fold change) av Zar1L i ubefruktede egg etter lagring i ulike medier (OF = ovarievæske, NaCl 
= 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = Cortlandløsning uten Ca2+) og 
lagringstider (0-96 timer) etter stryking av stamfisk. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8, 
bortsett fra der tall på stolpe indikerer ny n. Ved lagringstidspunkt 0 ble uttrykket bare bestemt i egg holdt i OF. 
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For egg som ble lagret i 24 timer så hadde lagring i NaCl det høyeste uttrykket, mens lagring i 

OF hadde det laveste genuttrykket. Det var stor forskjell mellom høyest- og lavest genuttrykk, 

uten at det var signifikant forskjell mellom disse gruppene ved dette lagringstidspunktet 

(Figur 11). Behandling med OF, NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 0,12, 1,04, 

0,69 og 0,26. Det ble ikke påvist signifikans, men det ble observert lave p-verdier mellom OF 

mot NaCl (P = 0,164), og mellom OF mot Cort + (P = 0,131). Observasjonen ble evaluert som 

marginalt ikke signifikant effekt. 

Lagring i 48 timer førte til at genuttrykk var høyere for alle lagringsmedier, utenom NaCl 

(Figur 11). Variasjonen mellom lagringsmedier var noe lavere enn observert ved tidligere 

lagringstidspunkt. Egg lagret i Cort + hadde høyest genuttrykk, mens OF hadde fremdeles 

lavest genuttrykk. Behandling med OF, NaCl, Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 

0,25, 0,5, 1,04 og 0,48. Det ble ikke påvist signifikans (Figur 11). 

Ubefrukta egg lagret i 96 timer resulterte i at genuttrykk var høyest for gruppen som hadde 

blitt lagret i NaCl, mens egg lagret i Cort + hadde lavest genuttrykk (Figur 11). Det var stor 

forskjell mellom genuttrykk fra egg lagret i NaCl og Cort +, uten at det var signifikant 

forskjell mellom disse gruppene ved dette lagringstidspunktet. Behandling med OF, NaCl, 

Cort + og Cort - ga uttrykk på henholdsvis 0,42, 1,36, 0,32 og 0,71. Det ble ikke påvist 

signifikans, men en p-verdi på 0,157 ble påvist mellom Cort + mot NaCl og ble evaluert som 

marginalt ikke signifikant effekt (Figur 11). 

Det ble påvist signifikans for lagringstid, hvor en Bonferroni t-test avslørte at det var en 

signifikant effekt mellom 24- mot 0 timer lagring (P < 0,05). Det ble ikke påvist signifikans 

for behandling, men en p-verdi på 0,166 ble observert mellom OF mot NaCl og kan betegnes 

som en marginal signifikant effekt. 

3.8 Cyclin B1a 

Resultatet viser at høyest genuttrykk varierte mellom flere lagringsmedier ved alle 

lagringstidspunkt, men at variasjon mellom de resterende lagringsmediene var lav (Figur 12). 

Gjennomsnittlig uttrykk over alle lagringsintervallene for egg behandlet i OF, NaCl, Cort + 

og Cort - var på henholdsvis 0,55, 0,77, 0,57 og 0,76. Det ble ikke påvist signifikans for 

hverken lagringstid, lagringsmedie eller interaksjon mellom variablene (Figur 12). 
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Figur 12: Uttrykk (fold change) av Cyclin B1a i ubefruktede egg etter lagring i ulike medier (OF = ovarievæske, 
NaCl = 0,9 % natriumkloridløsning, Cort + = modifisert Cortlandløsning og Cort - = Cortlandløsning uten Ca2+) 
og lagringstider (0-96 timer) etter stryking av stamfisk. Data er presentert som gjennomsnitt + SEM, hvor n = 8, 
bortsett fra der tall på stolpe indikerer ny n. Ved lagringstidspunkt 0 ble uttrykket bare bestemt i egg holdt i OF. 

Lagring i 24 timer førte til at lagring i NaCl hadde den høyeste genuttrykk. Det var lav 

variasjon mellom de resterende lagringsmediene. Lagring i OF, NaCl, Cort + og Cort - ga 

uttrykk på henholdsvis 0,66, 1,53, 0,43 og 0,46. Det ble ikke påvist signifikans (Figur 12).  

For egg som ble lagret i 48 timer så var genuttrykk høyere for alle lagringsmedier, utenom 

NaCl. Egg lagret i Cort + hadde høyest genuttrykk og det var lav variasjon mellom de andre 

lagringsmediene. Lagring i OF, NaCl, Cort + og Cort - resulterte i genuttrykk på henholdsvis 

0,63, 0,48, 1,05 og 0,49. Ingen signifikans ble observert (Figur 12). 

Etter 96 timer lagring førte til at egg lagret i Cort - hadde høyest uttrykk og var betydelig 

høyere enn genuttrykk fra egg lagret i de andre lagringsmediene. Variasjonen var lav mellom 

egg lagret i OF, NaCl og Cort + (Figur 12). Lagring i OF, NaCl, Cort + og Cort - resulterte i 

uttrykk på henholdsvis 0,37, 0,31, 0,26 og 1,33. Det ble ikke påvist signifikans, men de ble 

påvist enkelte lave p-verdier mellom NaCl mot Cort - (P = 0,059), og mellom NaCl mot OF 

(P = 0,116). Observasjonene ble evaluert som marginalt ikke effekt (Figur 12). 

I dette eksperimentet så kan det rapporteres at uttrykket for Cyclin B1a ikke forandret seg 

over lagringstid, over lagringsmedier eller for en interaksjon mellom de to. Det var relativ stor 
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forskjell mellom medie med høyest amplifikasjon og alle andre lagringsmedier innenfor hver 

lagringstid. 
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4. Diskusjon 

Produksjonssyklusen til oppdrettslaks består av flere kritiske faser. Stamfisk og 

eggproduksjon er en slik kritisk fase og foregår ved spesialiserte anlegg, hvor produsert 

biomasse skal kunne imøtekomme næringens fremtidige etterspørsel for egg/embryo. Norsk 

oppdrettslaks må håndtere en rekke utfordringer i løpet av produksjonen og det er derfor 

ønskelig at et individ skal ha de beste forutsetningene til å ende opp som en slakteklar 

matfisk. Evaluering av levedyktighet er derfor av kritisk betydning og bør vurderes i et så 

tidlig stadium under produksjonsforløpet som mulig. På denne måten kan man sikre seg mot 

unødvendig bruk av ressurser på en batch som har lavt utviklingspotensial. Levedyktighet kan 

evalueres ved å se på indikatorer for eggkvalitet som videre kan relateres til potensiale til en 

batch (Bobe, 2015). Gode markører er nødvendig som på en fornuftig måte kan evaluere 

potensiale (Bobe, 2015). Aktivering av egg og overlevelse til øyerogn er gode markører og 

kan brukes ved et stamfiskanlegg for å vurdere eggkvalitet (Bobe, 2015). Dette er ikke en 

ideell evaluering, da slik verifisering er avhengig av at man overvåker utviklingen etter at egg 

har blitt fertilisert. En ny fremgangsmåte har fått mer oppmerksomhet i løpet av de siste årene 

der en ser på uttrykket av spesifikke mRNA i egget (maternale mRNA) som markører i 

relasjon til eggkvalitet. Aegerter et al. (2004) viste for eksempel at ved å studere egg som var 

utsatt for post-ovulatorisk aldring var det mulig ved bruk at RT-qPCR å identifisere flere 

(mRNA transkript) som var relatert til embryoets eggkvalitet. Dette er produkter fra maternale 

gener som har vist seg å være essensielle for normal utvikling, og er involverte i cellulære 

prosesser som cellesyklus, proteinsyntese, fosforylering, degradering og lipidmetabolisme der 

alle er viktig for tidlig utvikling av et fiskeembryo (Sullivan et al., 2015). Nyere forskning har 

imidlertid vist at det trolig er vanskelig å evaluere eggkvalitet kun basert på mengde med 

mRNA transkripsjoner (Bizuayehu et al., 2019). 

 

I denne oppgaven ble det undersøkt om lagring av egg over tid (0- 96 timer) i medier med ulik 

ionesammensetning (OF, NaCl, Cort + og Cort -) hadde en effekt på genuttrykk og 

eggkvalitet. Fem gener ble valgt for å evaluere hvordan maternalt genuttrykk ble påvirket av 

behandling og i hvilken grad slike endringer var relatert til ulike indikatorer for eggkvalitet. 

Gener som ble plukket ut var IGF-2, IGF-3, NPM2, Zar1L og Cycklin B1a. Eggkvalitet ble 

evaluert i forhold til aktivering av egg (befruktningsrate), overlevelse til 120 døgngrader og 

overlevelse til øyerognstadiet (248- og 300 døgngrader). Resultatene vil gi et bedre grunnlag 

og øke forståelsen av hvilke effekter mellomlagring og mediesammensetning kan ha på 
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ubefrukta egg hos atlantisk laks. Etablering av eventuelle sammenhenger mellom maternale 

genprodukter og embryoets utviklingspotensiale kan videre gi en indikasjon om det biologiske 

grunnlaget som muliggjør kortidslagring av ubefrukta egg. Dette vil kunne gi oppdretter ved 

et stamfiskanlegg flere alternativer. En forlenget oppbevaring av ubefrukta egg kan føre til 

bedre utnyttelse av gameter som har et foretrukket kombinasjonspotensiale. 

4.1 Effekter av melkeopparbeiding på befruktning 

I dette forsøket ble egg befruktet med melke som hadde blitt behandlet på forskjellige måter. 

SalMar Genetics AS befrukter vanligvis egg med melke fra gonader som har blitt kvernet og 

filtrert. Filtratet får deretter tilsatt en modningsløsning og lagres kjølig over natta før bruk. 

Befruktning med melke som er blitt behandlet på denne måten gir vanligvis ingen begrensing 

i antall egg som kan befruktes og man får utnyttet gonaden fra hannfisken i størst mulig grad 

(pers. kom. Gøran Roland, SalMar Genetics AS). Melke vil normalt oppbevares i gonadene 

hos hannfisken og spermiecellene vil være inaktive i denne perioden (Cosson, 2019). Når 

spermcellene passerer gjennom sædleder under gyting vil de der bli eksponert for en endring i 

pH og denne endringen fører til at spermcellene får potensialet aktivitet (Cosson, 2019). 

Kverning og tilsats av modningsløsning skal etterligne en tilsvarende pH-endring som naturlig 

utspiller seg i gonadene hos en gyteklar hannfisk (pers. kom. Gøran Roland, SalMar Genetics 

AS). Aktiviteten til spermcellene kan verifiseres ved mikroskopering, hvor andelen 

bevegelige celler, svømmehastighet og svømmemønster kan gi en indikasjon for 

spermieaktivitet (Vijayalakshmy et al., 2018). Lav aktivitet hos spermcellene ble kun 

observert ved et lagringstidspunkt (Egg fra F5-F8, 48 timer lagring). Aktiviteten var trolig lav 

på grunn av at melke hadde blitt lagret i 48 timer, hvor vanlig lagringsperiode er 24 timer 

(pers. kom. Gøran Roland, SalMar Genetics AS). Denne gruppen ble derfor befruktet med en 

dobbel dose (200 μl melke) og dette tiltaket ble vurdert som tilstrekkelig (pers. kom. Helge 

Tveiten). Egg fra F5-F8 lagret i 24 timer ble befruktet med melke, hvor aktivitet ikke hadde 

blitt undersøkt på forhånd. Melke som ble brukt hadde blitt kvernet, filtrert, tilsatt 

modningsløsning og lagret i 24 timer ved 4 ± 1 oC. Tidligere evaluering hadde bekreftet god 

aktivitet og melke hadde blitt behandlet på samme måte. Resultatene fra aktivering tydet på at 

spermiekvaliteten var tilfredsstillende og det var ingen tegn til at befruktningen var avhengig 

av type melke som ble benyttet (Figur 5). 
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4.2 Indikatorer på eggkvalitet 

Aktivering av egg var en av parameterne som ble valgt som en indikator for eggkvalitet. 

Evaluering ble gjennomført 24 timer etter fertilisering. Dette ble gjort siden en da kan 

evaluere om celledelingen er initiert (Coward et al., 2002). Egg som aktiveres på denne måten 

kan danne en blastodisk før utviklingen stopper opp (Coward et al., 2002). For å skille 

mellom egg som kun har blitt aktivert i vann og egg som har blitt fertilisert så burde 

befruktningsraten bestemmes som andel egg som har dannet blastodisk og initiert celledeling. 

Et fertilisert egg som inkuberes ved 8 grader over 24 timer burde minst ha gjennomgått to 

celledelinger (Vedlegg 9). Da andelen aktiverte egg (her egg med udelt blastodisk) som 

indikator på befruktningsrate kan derfor være misvisende. Bruk av denne parameteren for å 

predikere utviklingskapasitet vil derfor også kunne gi varierende resultat. Resultatene i dette 

forsøket viste da også at det var dårlig sammenheng mellom aktiveringsrate og overlevelse til 

120 døgngrader (Vedlegg 10a). Samtidig ble det vist i et annet arbeid med det samme 

materialet at befruktningsrate, målt som andel egg med initiert celledeling (2-4 celler), 

forklarte en vesentlig del av variasjonen i overlevelse til 120 døgngrader (Valan Moen, 2020). 

Overlevelse til 120 døgngrader ble derfor valgt som en indikator for utviklingskapasitet i 

forhold til den videre diskusjonen om sammenhenger mellom maternalt genuttrykk, medier og 

lagringstid. Et slikt valg er videre begrunnet i en svært god korrelasjon mellom overlevelse til 

120 døgngrader og overlevelse til øyerogn (Vedlegg 10b). Egg som har nådd øyerognstadiet 

er robust og har en høy toleranse for ulike typer miljøpåvirkning, som for eksempel transport 

(Tucker, 1998). Overlevelse til 120 døgngrader ser derfor ut til å være en god 

kvalitetsindikator, samtidig som det vil være liten forskjell i tolkning av sammenhenger 

mellom genuttrykk og overlevelse fram til de to utviklingsstadiene. Basert på Valan Moen 

(2020) sine observasjoner ser det likevel ut som at effekten av medier og lagringstid på 

eggkvalitet i hovedsak er knyttet til initiering av celledeling. Kvaliteten på de embryoene som 

faktisk starter utvikling ser imidlertidig ut til å være god med liten dødelighet etter initiert 

celledeling. 

4.3 Effekter av lagring- og inkubasjonsbetingelser 

Ubefrukta egg ble lagret ved fire lagringsintervallet i henholdsvis 0, 24, 48 og 96 timer. Egg 

ble videre lagret i fire lagringsmedier i form av OF, NaCl, Cort + og Cort -. Egg ble oppbevart 

i firkantede flasker som målte 67,5 mm (bredde) x 67,5 mm (lengde) x 94 mm (høyde) på 300 

ml under lagring og fordelt over 1-2 lag. Dette var viktig siden egg som sveller vil øke i vekt 
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og dette kan føre til at egg langs bunnen blir klemt (Lahnsteiner, 2002). Tidligere forsøk har 

vist at egg fra regnbueørret som ble lagret i 4 lag hadde en lavere eggkvalitet i forhold til egg 

som ble lagret i 2 lag (Komrakova et al., 2010). Basert på disse opplysningene er det liten 

grunn til å tro at antall lag med egg har påvirket den generelle kvaliteten. Antallet lag med egg 

var det samme i alle flaskene og en slik eventuell effekt ville i tilfellet være den samme for 

alle behandlingene. Flaskene ble lagret ved 4 ± 1 °C i et kjøleskap og temperaturen avveik 

derfor i liten grad fra vanntemperaturen som stamfisken ble utsatt for (4 °C). Atlantisk laks er 

poikiloterm og kroppstemperaturen samsvarer derfor med temperaturen i det omkringliggende 

vannet (Biovitenskap, 2019). Ginatullina et al. (2017) har vist at ubefrukta egg fra 

regnbueørret kan tolerere temperatursvingninger fra 2- til 10 °C så lenge endringene ikke 

skjer for fort. Under prøvetaking og vasking varierte temperaturen hos eggene mellom 3-6 °C. 

Endringene må kunne anses som relativ små og å være i et område som lakseegg tolererer 

godt (Ginatullina et al., 2017). Effekten av temperatur på de oppnådde resultatene er derfor 

antatt å være liten. 

4.4 Effekter av mediesammensetning og lagringstid på genuttrykk og 

eggkvalitet 

Både mediesammensetning og lagringstid hadde en klar effekt på genuttrykk (Figur 8 til 12) 

og eggkvalitet målt som overlevelse til 120 døgngrader og øyerogn (Figur 6 og 7), mens 

aktiveringsrate i mindre grad var påvirket (Figur 5). 

Overlevelse til 120 døgngrader ved lagring av ubefruktede egg i OF var høy for alle 

lagringstidene, noe som trolig kan forklares med at OF er den naturlige løsningen som 

omslutter eggene etter ovulasjon (Lahnsteiner et al., 1994). OF filtreres fra blodplasma og vil 

dermed ha den naturlige ionesammensetningen som er i henhold til individets gen. I tillegg 

består OF av viktige energisubstrat som glukose og fruktose, men også inorganiske ioner, 

aminosyrer og proteiner (Hajirezaee et al., 2017). Det er blant annet blitt identifisert 174 

proteiner i OF hos laksefiske (Johnson et al., 2014) og tidligere studier har vist at flere av 

disse er relatert til blant annet overmodning (Aegerter et al., 2004), lagringstid (Dietrich et al., 

2012), egg kvalitet (Nynca et al., 2014) og fertiliseringsevne (Lahnsteiner, 2002). OF var den 

eneste løsningen som inneholdt proteiner, da ingen av de kunstige løsningene hadde fått tilsatt 

protein. Basert på dette så kan det være grunnlag for at man observerte veldig høy overlevelse 

til 120 døgngrader for egg som hadde blitt lagret i OF og dette var spesielt tydelig for den 
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lengste lagringsperioden (Figur 6). Egg som hadde blitt lagret i OF hadde ingen signifikante 

forskjeller mellom lagringstidspunkt i forhold til overlevelse. Det ble imidlertidig observert en 

nedgang i overlevelse etter 96 timer lagring og dette kan indikere at det skjer et forbruk av 

metabolsk substrat eller en akkumulering av metabolitter som kan påvirke kvaliteten til egget. 

Mommens et al. (2015) viste at laksefisk kan holde tilbake modne occytter i bukhulen over en 

periode fra 1 til 3 uker og man kan spekulere om opprettholdelse av en god kvalitet over 

lengere tid når egg ligger i bukhulen kan ha med tilførsel eller fjerning av nødvendige 

forbindelser via mordyret. Nivået av maternale transkripter (IGF-2, Npm2, Cyclin B) er blitt 

koblet til eggkvalitet hos regnbueørret, men også til utviklingspotensial hos sebrafisk 

(Bizuayehu et al., 2019). Uttrykket ble endret med økende post ovulatorisk aldring 

(Bizuayehu et al., 2019). Dette er en observasjon som er i samsvarer med de observerte 

effektene på genuttrykk i dette forsøket, der uttrykket endret seg over tid for alle gener i begge 

retninger. For genuttrykk ble det observert varierende endringer (foldchange) i forhold til gen 

over lagringstid. Noen gen gikk opp, mens andre gikk ned og enkelte hadde begge effekter 

ved forskjellig tidspunkt, men selv om ubefrukta egg hadde blitt lagret i OF så var det ingen 

klar sammenheng mellom høy overlevelse og genuttrykk. Genuttrykket i denne studien er 

målt som relativ mengde mRNA, men sier lite om i hvilken grad disse blir translatert til 

protein. Ulike mRNA degenereres i forbindelse med translasjon og et lavt uttrykk kan 

reflektere at det har vært en proteinsyntese (Shyu et al., 2008). Egg lagret i OF som ble 

assosiert med høy overlevelse var genuttrykket forholdsvis lavt i forhold til de andre 

lagringsmediene for de fleste genene. En økning i mRNA over tid kan kanskje heller forklares 

med at maternale mRNA er lagret i ulike proteinkomplekser (disse vil trolig fjernes under 

ekstraksjon) og et observert økt uttrykk med økt lagringstid kan derfor være et resultat av økt 

dissosiering av mRNA fra disse, uten at de blir translatert (Winata et al., 2018). Dette var 

tilfellet for Zar1like og IGF-3 som hadde samme trend, men her var genuttrykket veldig høyt 

(Figur 9). I tillegg var standardavviket for IGF-3 høyt over alle lagringstider og kan indikere 

at metaboliseringen, degradering og muligens translasjon av mRNA som har blitt negativt 

påvirket (Shyu et al., 2008). For Npm2 ble det påvist signifikant effekt av lagringstid, som 

samsvarer med lavt uttrykk ved 48 timer i forhold til 24 timer lagring (Figur 10). Zar1L hadde 

en lavt utrykk som økt jevnt med økende lagringstid (Figur 11). Cyclin B1a hadde motsatt 

effekt, da genuttrykk var høyt og ble lavere med økende lagringstid (Figur 12). IGF-2 hadde 

noe høyere utrykk, men en forventet utviklende trend med høyest uttrykk ved lang lagringstid 

(Figur 8). 
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I norske stamfiskanlegg vaskes egg med fysiologisk saltvann (0,9 % NaCl) før befruktning. 

Dette blir gjort for å fjerne smittsomme patogener i OF som kan overføres til egget under 

befruktning via spermie (Ghittino, 2009). I dette forsøket ble NaCl benyttet som medie da det 

var ønsket å observere hvilken effekt som vasking og lagring med NaCl ville ha på 

utviklingen, i forhold til effekt av andre løsninger (OF, Cort + og Cort -). Resultatet fra 

vaskeprosessen viste at aktiveringsraten var høy for alle lagringsmedier, men at overlevelse 

hos egg vasket i NaCl var noe lavere enn hos egg vasket med ionebaserte løsninger. 

Forskjellen mellom de andre lagringsmediene var minimale (Figur 5). Vasking og lagring 

med ulike medier hadde imidlertidig en større effekt på overlevelse (Figur 6). Overlevelse hos 

egg vasket med NaCl var betydelig lavere enn hos egg som ble vasket med Cort +, men 

forskjellen var mindre mellom NaCl og Cort -. Vasking med Cort + ble evaluert til å gi best 

resultat ved bruk av alle indikatorene for eggkvalitet og var ikke forskjellig fra det som ble 

funnet for OF. Disse observasjonene indikerer også sterkt at vaskeprosessen i seg selv ikke 

har hatt noen effekt på eggkvalitet. Osmolalitet i de ulike løsningene var tilnærmet lik (280-

290mOsm/kg-1) og godt innenfor det en finner i naturlig ovarievæske og i et område som er 

urelatert til eggkvalitet (Lahnsteiner et al., 1994) Ionesammensetning i vaske- og 

lagringsløsningene ser derfor ut til å være av vesentlig betydning for god eggkvalitet. Når det 

gjelder de spesifikke løsningene så hadde NaCl løsningen en pH som var på ca. 7,5, mens 

Cort + og Cort - hadde begge en pH på omtrent 8,4 (Tabell 1). En lav pH kan være en faktor 

som forårsaker at vasking og lagring med NaCl gir lavere overlevelse, siden pH i OF fra 

laksefisk vanligvis er høyere enn 8 (Rosengrave et al., 2009). En slik pH samsvarer i tillegg 

bedre med den som ble brukt i Cort + og Cort - løsningene. NaCl løsningen mangler også 

viktig forbindelser som er identifisert i OF fra laksefisk, noe som samsvarer bedre med 

sammensetningen til de andre ionebaserte løsningene. Ubefrukta egg som hadde blitt lagret i 

NaCl ble assosiert med lav overlevelse (Figur 6). Høyt uttrykk av de fleste genene i NaCl 

gruppen kan som tidligere nevnt være relatert lav translasjon, men dette er spekulativt. Dette 

samsvarte med observert utrykk hos de fleste gen, da høyt utrykk fra NaCl lagrede egg kan 

rapporteres (Figur 8 til 12). NaCl hadde høyt utrykk i forhold til de fleste ander 

lagringsmedier. Det er en tydeligere sammenheng med lav overlevelse og genuttrykk, men 

sammenhengen er ikke gjensidig for alle. Cyclin hadde høyt utrykk ved kort lagringstid, mens 

utrykket ble lavere med økende (Figur 12). For IGF-3 ble det påvist signifikans og samsvarer 

med lavere utrykk ved 0 timer lagring mot 96 (Figur 9).  
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Cort + er et medie som er basert på OF fra teleost fisk (Goetz, 1999). Den ioniske 

sammensetningen, osmolalitet, energisubstrat (glukose) og pH er tilnærmet lik som 

identifisert i OF hos salmonider (Goetz, 1999). Det er imidlertidig flere substanser som finnes 

i OF og som ikke er blitt tilsatt Cort +. Dette inkluderer blant annet aminosyrer (Hajirezaee et 

al., 2017), proteiner (Jensen et al., 1984) samtidig som den har høyere viskositets (Rosengrave 

et al., 2009). Tidligere studier har vist at det er mulig å lagre ubefrukta egg fra regnbueørret i 

kunstig medie (modifisert Cortlandløsning) og at lagring i kunstig medie har faktisk gitt bedre 

resultater enn lagring i naturlig OF (Goetz, 1999). Det viste seg at det var en høyere 

overlevelse til øyerognstadiet hos egg som hadde blitt lagret i modifisert Cortlandløsning, i 

forhold til overlevelse hos egg som hadde blitt lagret i OF (Goetz, 1999). Dette tyder på at det 

er mulig for egg å utvikle seg, selv om lagringsmediet mangler substanser som er funnet i OF. 

Dette samsvarer med resultatene fra denne undersøkelsen, hvor overlevelse var høyere for egg 

lagret i Cort + frem til og med 48 timer lagring (Figur 6). Det at Cort + mangler substanser 

som er identifisert hos naturlig OF har trolig påvirket lagringskapasiteten til egg over 48 

timer. Andre forsøk har vist at kunstig løsning kan være bedre enn OF, men at OF ofte er 

bedre ved lengre lagring (Bahabadi et al., 2011) og dette samsvarer med funn som er gjort fra 

denne undersøkelse. Bahabadi et al. (2011) har imidlertidig også vist at OF har vært bedre enn 

kunstig løsning ved lagring av ubefrukta egg. I dette tilfellet ble den kunstige løsningen basert 

på Wolf and Quimby (1969), men natriumfosfat og bikarbonat hadde blitt utelatt. I tillegg 

hadde løsningen fått tilsatt antibiotika (penicillin og streptomycin). Behandling med Cort + 

resulterte ikke i en klar sammenheng mellom genuttrykk og eggkvalitet. Genuttrykk varierer i 

stor grad mellom de ulike gen, men i likhet med OF så resulterte lagring i Cort + med et 

relativ lavt genuttrykk for de fleste gen. IGF-3 hadde en uventet utvikling fra hva som ble 

spekulert, da Cort + har blitt assosiert med god eggkvalitet frem til 48 timer lagring (Figur 6). 

IGF-3 hadde et veldig høyt genuttrykk ved kort lagringstid, med lavere utvikling av 

genuttrykk med økende lagringstid (Figur 9). For IGF-3 ble det påvist en signifikant effekt av 

lagringstid, som samsvarte med lavt utrykk ved 24 timer mot 0 timer lagring (Figur 9). 

 

Lagring av egg i Cort - ble gjennomført for å undersøke betydningen som Ca2+ har for normal 

utvikling hos egg fra atlantisk laks. Kalsium er et viktig mineral og deltar i flere viktige 

prosesser som fertilisering/aktivering (Velsen, 1980) og fungerer som et viktig signalmolekyl 

som deltar i initiering av blant annet embryonal utvikling ved befruktning (Créton et al., 

1998). Tidligere studier har vist at konsentrasjonen av intracellulært Ca2+ er vanligvis lav, 
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men at mengde Ca2+ fluktuerer og kan gjennom ulike intracellulære kaskadereaksjoner 

aktivere ulike cellulære prosesser (Créton et al., 1998). Forsøk på sebrafisk har rapportert at 

en kalsiumbølge aktiverer egget, men at aktivering ikke nødvendigvis må skje ved interaksjon 

med en spermie (Lee et al., 1999). Fertilisering er også avhengig av tilstedeværelse av 

divalente ioner som Ca2+. I dette forsøket kan det rapporteres at aktivering av egg som hadde 

blitt lagret i Cort - var relativ høy ved alle lagringstidspunkt (Figur 5). I likhet med Cort + så 

mangler Cort - flere viktige substanser som er blitt identifisert hos OF, men en viktig forskjell 

er at Cort - i tillegg mangler tilsettelse av Ca2+. Aktivering ved lagring i Cort - var noe lavere, 

men det var ingen tydelige forskjeller (Figur 5). Overlevelse til 120 døgngrader og øyerogn 

avslørte at vasking og lagring i Cort - første til en betydelig redusert evne til å opprettholde en 

høy overlevelse. Denne effekten ble tydelig over lagringstid (Figur 6 og 7). En mulig effekt er 

at egg har tapt Ca2+ til løsningen, da konsentrasjon av Ca2+ på innsiden av egg var høyere enn 

konsentrasjon av Ca2+ i miljøet utenfor. Denne effekten i tillegg til effekt av manglende 

substanser har trolig ført til redusert overlevelse. Ca2+ er et viktig signalmolekyl som deltar i 

kaskadereaksjoner som er med på å aktivere cellulære prosesser (Velsen, 1980) og en av disse 

er celledeling (Créton et al., 1998). Gitt den sterke sammenhengen mellom begynnende 

celledeling og overlevelse til 120 døgngrader (Valan Moen, 2020) er det grunn til å anta at 

manglende Ca2+ i Cort - og NaCl løsningene har bidratt sterkt til den reduserte overlevelsen 

som ble observert for disse mediene. Cort - var den eneste behandlingen som hadde en 

utvikling på genuttrykk som passet med spekulasjon om redusert translasjon og denne 

utviklingen var gjensidig for alle genuttrykk. Behandling med Cort - ble assosiert med lavere 

overlevelse over tid, men hadde noe høyere overlevelse ved kort lagring. Cort - var det eneste 

mediet hvor antallet var 8, for de fleste andre genuttrykk så var antallet lavere. For Cort - ble 

det påvist signifikans for IGF-3 for lagringstid mellom 96- mot 0 timer lagring og samsvarer 

med lavere uttrykk observert ved 96 timer (Figur 9). Det ble i tillegg påvist signifikans for 

Npm2, hvor utrykket var betydelig høyere ved 96- mot 48 timer lagring (Figur 10). Uttrykket 

av maternale gener som en indikator for embryonalt utviklingspotensial har i den senere tid 

fått et større fokus. Enkelte genuttrykk har vist seg å potensielt kunne være markører for 

eggkvalitet, men for å virkelig kunne gi forutsigbare data så må en molekylær markør bli 

validert på et stort antall biologiske prøver (Lubzens et al., 2016). Spesielt når det meldes om 

at uttrykk viser en dynamisk trend for som følge av post ovulatorisk aldring (Bizuayehu et al., 

2019). Dette var også en observasjon som kan rapporteres fra denne undersøkelsen, da 

varierende genuttrykk ble rapportert over lagringstid. Det er viktig å poengtere ut at maternale 
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deponerte mRNA kan ha forskjellig mengde under modning av oocytten og at økning i 

uttrykk kan ære relatert til varierende innhold i individuelle egg (Bizuayehu et al., 2019). Et 

individuelt egg representerer en unik enhet og at egg tatt fra samme hunnfisk ikke 

nødvendigvis har identisk komposisjon av maternalt mRNA. Relasjon til genuttrykk av 

utvalgte gener mot eggkvalitet har i den senere tid fått et større fokus, men rapporterte funn så 

langt viser at det er foreløpig vanskelig å avgjøre eggkvalitet kun basert på mengde med 

transkripsjoner (Bizuayehu et al., 2019). Dette er en observasjon som også samsvarer med 

denne undersøkelse, da ingen klare, sammenhengende trender kunne rapporteres, utenom Cort 

- som hadde tilsvarende trend for alle gener. 
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5. Konklusjon 

Forsøket har vist at ubefrukta egg fra atlantisk laks kan lagres i opp til 96 timer i OF uten å 

miste befruktningsevne. Egg lagret i Cort + hadde godt befruktningsevne frem til 48 timer 

lagring. Egg lagret i Cort - hadde kraftig redusert befruktningsevne etter 24 timer lagring. Egg 

lagret i NaCl hadde en dramatisk redusert befruktningsevne etter 24 timer lagring. Resultatene 

viste at OF gir det klart beste miljøet og ivaretar god eggkvalitet over tid. Vasking med NaCl 

og Cort - hadde en negativ effekt på embryonalutvikling. Uttrykk av maternale gener viste 

ingen klar relasjon til eggkvalitet. Lagring i NaCl løsningen gav gjennomgående det høyeste 

uttrykket for de fleste genene som ble undersøkt. Samtidig gav lagring i NaCl den klart 

dårligste eggkvaliteten. Om det finnes en molekylær mekanisme som kan forklare et eventuelt 

inverst forhold mellom maternalt genuttrykk og eggkvalitet er uklart. 
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Vedlegg 1 

 

 

Tabell 8: Overlevelse til 120 døgngrader for F1 - F8. 

F1 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 50 49 39 41 50 49 38 42 
24 47 48 2 1 48 43 3 16 
48 50 49 0 0 34 35 31 6 
96 38 48 0 0 0 3 3 2 

         
         

F2 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 47 45 38 23 49 50 46 13 
24 46 48 1 0 48 43 6 12 
48 50 48 0 0 24 22 1 5 
96 21 18 0 0 0 0 0 0 

         
         

F3 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 47 49 38 32 46 49 35 32 
24 26 19 7 17 42 48 36 39 
48 47 49 6 5 43 43 28 11 
96 35 37 0 0 12 10 3 5 

         
         

F4 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 42 41 17 29 45 43 37 18 
24 39 46 9 8 40 48 25 25 
48 37 42 10 4 22 40 11 32 
96 21 25 4 0 3 7 0 1 
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F5 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 30 34 19 34 36 26 17 30 
24 44 45 3 5 47 42 33 23 
48 47 47 0 0 30 24 11 6 
96 45 46 0 0 8 4 14 8 

          

F6 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 30 32 14 27 31 39 32 26 
24 43 48 11 7 47 38 36 29 
48 36 43 1 1 46 46 15 19 
96 39 35 0 3 43 41 28 16 

         
         

F7 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 38 40 44 31 43 37 40 39 
24 38 36 10 9 44 31 29 30 
48 44 41 14 13 44 46 14 25 
96 33 39 7 1 25 30 14 12 

         
         

F8 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 46 43 45 40 45 48 38 48 
24 43 42 4 1 45 46 27 31 
48 46 40 1 0 50 40 14 18 
96 42 45 0 0 19 43 14 8 
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Vedlegg 2 

 

 

Tabell 9: Overlevelse til øyerognstadiet for F1 - F8. 

F1 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 48 46 45 40 45 50 44 45 

24 50 47 2 0 49 50 20 22 

48 49 47 0 0 32 33 14 8 

96 48 23 0 0 1 1 0 1 
         
         

F2 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 40 41 39 23 48 46 42 18 

24 46 44 1 0 46 46 4 6 

48 48 42 0 0 32 23 0 0 

96 20 7 0 0 0 0 0 0 
         
         

F3 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 44 39 36 39 46 49 40 30 

24 20 21 8 11 41 47 35 40 

48 49 50 6 13 44 36 23 10 

96 37 37 0 0 21 8 6 6 
         
         

F4 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 39 43 18 27 41 43 33 29 

24 42 44 2 4 38 45 29 25 

48 33 40 8 2 19 34 13 27 

96 17 41 0 0 2 2 0 0 
         

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

        



57 
 
 

F5 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 25 26 26 29 16 18 13 33 

24 48 40 0 0 43 46 30 12 

48 39 49 0 0 20 21 10 6 

96 44 43 0 0 6 0 4 7 
         
    

F6 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 37 26 7 28 32 46 30 26 

24 43 38 9 4 41 43 38 33 

48 44 38 0 0 46 45 16 19 

96 33 32 0 0 28 32 12 13 
         
         

F7 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 39 42 41 34 40 41 44 41 

24 25 34 6 7 39 25 21 17 

48 40 42 0 0 34 37 16 22 

96 15 28 0 0 18 39 5 4 
         
         

F8 
OF NaCl Cort + Cort - 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

0 42 46 38 37 48 48 44 48 

24 37 46 0 0 44 45 36 31 

48 45 39 0 0 49 39 18 21 

96 39 44 0 0 18 39 5 4 
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Vedlegg 3 

 

 

 

 

  



59 
 
 

Vedlegg 4 
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Vedlegg 5 
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Vedlegg 6 
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Vedlegg 7 

 

Tabell 10: Inkubasjonsprogram 

Steg Temperatur Varighet   
Antall 
sykluser 

Pre-PCR avlesning 50 2 min  Hold 

Denaturering 95 4 min  Hold 

Denaturering 95 15 sek  40 

Amplifisering og ekstensjon 60 30 sek  40 

Smeltekurve 95 15 sek  Kontinuerlig 

 60 60 sek   

 95 30 sek   

 60 15 sek   
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Vedlegg 8 

 

Tabell 11: Primer effektivitet 

Gen Sekvens (5'-3') Genbank nr. Effektivitet 

β-aktin - FP CAGCCCTCCTTCCTCGGTAT 
BT059604 2,03 

β-aktin - RP CGTCACACTTCATGATGGAGTTG 

Ef1-α -FP CGCCAACATGGGCTGG 
AF321836 2,02 

Ef1-α - RP TCACACCATTGGCGTTACCA 

IGF2 - FP GGAAAACACAAGAATGAAGGTCAA 
EF432854 1,92 

IGF2 - RP CCACCAGCTCTCCTCCACATA 

IGF3 - FP GACCGACCGACAAGATGCA 
JN635414 1,95 

IGF3 - RP GCAAGGCACAATATGGAGTACA 

NPM2 - FP AGAGAAGAGGCATAGGATTG 
XM_014193616.1 1,88 

NPM2 - RP CAGAGGGTGAAAGGGAAA 

Zar 1 Like - FP TTGAGTTACGAAGGAGATTGC 
XM_014122963.1 1,98 

Zar 1 Like - RP GAGAATGCCAGAGAATGTAGAC 
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Vedlegg 9 

 

Tabell 12: Embryonalutvikling i Sockeye lakse egg. Estimater for utvikling i forhold til døgngrader for celledeling, 

gastrulasjon og organogenesis (Velsen, 1980). 
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Vedlegg 10a 

 

Tabell 13: Korrelasjon mellom overlevelse til 120 døgngrader mot overlevelse til øyerognstadiet. 

  OF NaCl Cort + Cort - 

  r-verdi P-verdi r-verdi P-verdi r-verdi P-verdi r-verdi P-verdi 

0 0,69 0,06 0,27 0,52 0,74 0,04 -0,07 0,87 

24 0,01 0,99 -0,004 0,99 0,59 0,12 -0,74 0,04 

48 0,79 0,02 0,39 0,34 -0,27 0,52 -0,07 0,88 

96 -0,46 0,25 0,06 0,88 0,38 0,35 -0,41 0,31 

 

 

Vedlegg 10b 

 

Tabell 14: Korrelasjon mellom overlevelse til 120 døgngrader mot aktivering av egg. 

  OF NaCl Cort + Cort - 

  r-verdi P-verdi r-verdi P-verdi r-verdi P-verdi r-verdi P-verdi 

0 0,89 0,003 0,95 < 0,001 0,88 0,004 0,99 < 0,001 

24 0,95 < 0,001 0,92 0,001 0,94 0,001 0,78 0,022 

48 0,88 0,004 0,31 0,461 0,89 0,003 0,89 0,003 

96 0,81 0,015 - - 0,96 < 0,001 0,90 0,002 

 

 

 


