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Sammendrag 

Eggkvalitet er definert som evnen et egg har til å bli befruktet og utvikles til et normalt embryo. 

Dårlig eggkvalitet kan føre til problemer med aktivering/befruktning eller senere stoppe 

embryonalutviklingen. Eggkvalitet baseres i hovedsak på egenskaper fra moren (maternale 

faktorer), men ytre faktorer kan påvirke eggkvaliteten.  

I kommersiell stamfiskproduksjon av Atlantisk laks (Salmo salar L.) blir ovarievæsken vasket 

bort før befruktning pga. at den kan smittsomme agens som kan bli med en spermie inn i egget 

under befruktning.  

I dette forsøket ble ubefruktede egg fra Atlantisk laks lagret i ulike medier; ovarievæske, NaCl, 

Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+. Oppgavens formål var å se hvordan 

sammensetning av ioner i medier påvirket embryonalutviklingen (eggkvalitet) etter lagring av 

ubefruktede egg. Ubefruktede egg ble lagret i de overnevnte mediene i 0, 24, 48 og 96 timer 

før de ble befruktet. For å se effekten av selve vaskeprosessen ble egg ved 0 timer lagring vasket 

i de ulike ioneløsningene. Indikatorer på eggkvalitet som ble undersøkt var svellegrad, 

befruktningsrate, celledeling, og overlevelse ved gastrulasjon og øyerognstadiet. Endring som 

følge av lagringstid i osmolalitet, pH og kalsiumkonsentrasjon ble også studert i de ulike 

lagringsmediene. 

Ubefruktede egg lagret i ovarievæske hadde høy overlevelse ved øyerognstadiet ved 

lagringstidene 0-48 timer (78-87%), og noe litt lavere ved 96 timer (64%). Denne høye 

overlevelsen var som forventet. Lagring av egg i ovarievæske hadde ingen negative påvirker 

på eggkvalitet. Ubefruktede egg vasket i NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ hadde lavere 

overlevelse ved øyerognstadiet (63%) sammenlignet med egg vasket i Cortland-løsning (82%). 

Ubefruktede egg lagret Cortland-løsning fram til 48 timer hadde høy (68-86%) overlevelse ved 

øyerognstadiet, og ingen negative påvirkninger på embryonalutvikling. Etter 96 timer lagring 

av egg i Cortland-løsning var overlevelsen ved øyerognstadiet betydelig lavere. Lagring av 

ubefruktede egg i NaCl i 24 timer ga nesten ingen overlevende egg ved øyerognstadiet. Lav pH 

og osmolalitet, og mangelen på ioner har hatt tydelig effekt på befruktningsevnen og 

embryonalutviklingen for egg lagret i NaCl i 24, 48 og 96 timer. Egg lagret i Cortland-løsning 

uten Ca2+ hadde en jevn nedgang i overlevelse ved øyerognstadiet utover lagringstidene. 

Fraværet av kalsium hadde påvirkning på embryonalutviklingen for egg lagret i 24, 48 og 96 

timer i Cortland-løsning uten Ca2+. 
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1 Innledning 

1.1 Atlantisk laks 
Atlantisk laks (Salmo salar L.) tilhører laksefamilien Salmonidae, og er en anadrom fiskeart 

(Havforskningsinstituttet, 2019). Anadrom fisk klekker og vokser opp i ferskvann før de 

vandrer ut til havet for næringssøk (Vøllestad, 2019). Laksen lever i elver i ett til fem år før den 

gjennomgår fysiologiske, morfologiske og atferdsmessige forandringer kalt smoltifisering, som 

gjør den tilpasset sjøvann. Laksen lever i havet i ett til fire år før den vandrer tilbake til elver 

for gyting, ofte til den elva den kommer fra. Gyting i elver skjer i perioden fra oktober til januar 

(Havforskningsinstituttet, 2019). Atlantisk laks har demersale egg som vil si at de synker til 

bunnen av elva etter gyting (Kunz, 2004). Laksen dekker eggene til med grus og stein, hvor de 

blir liggende til de klekker om våren (Havforskningsinstituttet, 2019).  

 

1.1.1 Ovarievæske 
Når laksen sluttmodner og ovulerer frigjøres de modne eggene i bukhulen sammen med 

ovarievæske (Goetz & Coffman, 2000). Ovarievæsken utgjør 10-30% av den totale massen som 

frigjøres til bukhulen. Ovarievæsken har en ionesammensetning som består av blant annet 

natrium (Na+), kalium (K+), klorid (Cl-), magnesium (Mg2+) og kalsium (Ca2+) (Zadmajid et al., 

2019). Ovarievæskens pH ligger på rundt 8,5, og har en osmolalitet på 256-290 mOsmo kg-1 

hos arter innenfor laksefamilien (Lahnsteiner et al. 1995). I kunstig miljø har ovarievæsken hos 

andre arter innenfor laksefamilien vist å ha en effekt på spermier under befruktning. Effektene 

har vært å forbedre spermiers prestasjon ved å f.eks. øke spermiers hastighet (Zadmajid et al., 

2019). Ovarievæsken kan innehold smittsomme agens, som f.eks. virus, som har høy affinitet 

til spermiers hode og kan bli med inn i egget under befruktning (Rimstad et al., 2011). Pga. at 

ovarievæsken kan inneholde smittsomme agens blir den i kommersiell stamfisk-produksjon 

vasket bort, i all hovedsak med fysiologisk saltvann (0,9% NaCl) (pers. kom. Helge Tveiten).  

 

1.1.2 Eggets sammensetning 
Modne, ubefruktede egg hos Atlantisk laks er runde med en oransje farge. Eggene er relativt 

store og har en diameter på 5-7 mm. En oocyte (eggcelle) består av plommemasse (yolk), 

cytoplasma og et ytre skall (Figur 1). Plommemassen inneholder vann (60-67%), proteiner 

(30%) og mange lipiddråper lokalisert ved den animale polen. Plommemassen inneholder alle 



 

Side 2 av 42 

de nødvendige næringsstoffene et embryo og en plommesekk-yngel trenger under utviklingen. 

Plommemassen omsluttes av cytoplasma som består en rekke granuler eller cortikale alveoler. 

Alveolene inneholder enzymer og makromolekyler som er nødvendig for at et egg skal bli 

aktivert/befruktet (Kjørsvik et al. 2004). Egget er omsluttet av en plasmamembran (Coward et 

al., 2002), som igjen er omsluttet av et ytre skall kalt chorion. Chorion beskytter embryoet fram 

til klekking. Ved den animale polen i chorion er det en liten åpning kalt mikropylen som er 

åpningen der en spermie kommer inn og befrukter egget (Kjørsvik et al., 2004). Mikropylen er 

formet som en trakt, og dens ytre del har større diameter enn dens indre del. Den indre delen av 

mikropylen er like bred som hode til en spermie (Kunz, 2004). En spermie består av tre deler: 

hode, mellomstykke og hale (Nesheim, 2019). 

 

Figur 1 – Skjematisk tegning av et modent ubefruktet fiskeegg. Mikropylen er lokalisert ved den animale polen. 
Hos Atlantisk laks ligger lipiddråpene like under mikropylen (Kjørsvik et al., 2004). 

 

1.1.3 Aktivering/befruktning 
I gonadene til kjønnsmoden hannfisk er spermier oppbevart i immobil-form. Spermiers 

bevegelse (aktivering) starter som respons på endring i osmolalitet, pH, eller konsentrasjon av 

natrium (Na+), kalium (K+) eller kalsium (Ca2+). Disse endringene oppstår når hannfisken gyter, 

og spermier kommer i kontakt med vann (Kinsey et al., 2007). Når spermier har blitt aktivert 

svømmer de i ca. to minutter. Energien produseres av en rekke mitokondrier lokalisert i 
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mellomstykket (Pavlov et al., 2004). Etter to minutter er nesten all aktivitet hos spermiene borte 

(Kunz, 2004).  

For å kunne befrukte et egg må det oppstå tett kontakt mellom eggceller og sædceller (Kjørsvik 

et al., 2004). Kun én spermie har muligheten til å befrukte et egg (Kunz, 2004). En spermie 

kommer inn i egget gjennom mikropylen, og fester seg til eggets plasmamembran (Murata, 

2003). Dette fører til en kortvarig økning av intracellulær kalsiumkonsentrasjon, som danner 

en bølge av kalsium over egget. Denne kalsiumbølgen starter ved den animale polen og 

forflytter seg nedover eggets overflate til den motsatte enden (vegetative polen). Denne 

økningen av intracellulært kalsium trigger andre reaksjoner som blant annet hindrer flere 

spermier å komme inn i egget (Kinsey et al., 2004). Spermien frigjør sitt genetiske materiale i 

egget som smelter sammen med det genetiske materialet fra oocyten (NMBU, 2017). 

Penetrering av én spermie inn i et egg, og kalsiumbølgen, setter også i gang en prosess kalt 

cortikal reaksjonen. (Murata, 2003). Under cortikal reaksjonen løftes chorion opp av 

cytoplasma, og danner det perivitelline rommet som et resultat av endring i chorions 

permabilitet og frigjøring av innholdet i alveolene. Endring i chorions permabiliet fører til en 

innstrømming av vann som får egget til å svelle (Kjørsvik et al. 2004) Under svellingen øker 

eggets vekt med ca. 20% (Kamler, 1992), og endringene i proteinstrukturen i chorion fører til 

en forsterkelse slik at chorion blir hard (Robles et al., 2007).  

Cytoplasma begynner å oppkonsentreres ved den animale polen av egget, og danner eggets 

første celle kalt blastodisk (Figur 2a) (Kimmel et al., 1995). Under og rundt blastodisken er det 

lokalisert flere lipiddråper i varierende størrelse (Velsen, 1980).  
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Figur 2 – Skjematisk tegning av celledeling hos egg fra Atlantisk laks. a: Dannelse av blastodisk (1 = blastodisk, 
2 = chorion, 3 = plommemasse, 4 = lipiddråper). b: Første celledeling; 2 celler (1 = celle/blastomer, 2-4 = samme 
som for a). c: Andre celledeling; 4 celler. d: Tredje celledeling; 8 celler. e: Fjerde celledeling; 16 celler. f: slutten 
på celledeling (1 = blastoderm, 2 = germ ring, 3 = plommemasse, 4 = lipiddråper). (Gorodilov, 1996; Kimmel et 
al., 1995). 

 

1.1.4 Celledeling 
Hos fisk er det kun blastodisken som gjennomgår celledeling, og plommemassen forblir uberørt 

(Kunz, 2004). Celledeling der kun deler av egget spaltes kalles for meroblastisk celledeling, og 

når kun den oppkonsentrerte cytoplasma (blastodisken) blir embryo kalles celledelingen for 

diskodial – som er en undergruppe av meroblastisk celledeling (Gilbert, 2000). De første fem 

celledelingene skjer i det vertikale planet av blastodisken (Figur 2b-e). Første celledeling klyver 

blastodiken og danner to celler (Velsen, 1980). De delte cellene kalles for blastomer (Brøgger, 

2018). Ved hver celledeling blir blastomerene mindre. Hvor raskt celledelingene skjer avhenger 

av temperaturen i vannet. Etter femte celledeling begynner cellene å dele seg i det horisontale 

planet, og antall celler blir dermed vanskelig å identifisere (Velsen, 1980) pga. av at noen celler 

er helt dekket av andre celler (Kimmel et al., 1995). Det øvre laget av celler (som dekker de 

andre cellene) kalles for envelope layer, og cellene under kalles for dype eller begravede celler 
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(NMBU, 2017). Etter utallige celledelinger er det dannet en flercellet topp kalt blastoderm 

(Kjørsvik et al., 2004). Eggets blastoderm (Figur 2f) består av mange dype celler og et tynt 

envelope layer (NMBU, 2017). Blastoderm flates ut og dekker større deler av plommemassen. 

En fortykkelse av celler langs kanten av blastoderm formes. Denne fortykkede kanten kalles 

for germ ring (Gorodilov, 1996; Kimmel et al., 1995).  

 

1.1.5 Gastrulasjon 
Etter celledeling starter gastrulasjon, som er fasen hvor embryoet formes (Velsen, 1980). 

Gastrulasjon varer til dannelsen av ryggstrengen er komplett (Gorodilov, 1996). Germ ring 

begynner å vokse nedover plommemassen (Velsen, 1980), og mot den vegetative polen 

(Kjørsvik et al., 2004). Denne prosessen kalles epiboly. Den overvokste plommemassen er det 

som blir plommesekken til plommesekk-yngel, og senere det vevet som omslutter bukhulen 

hos yngel (Velsen, 1980). Mens germ ring vokser nedover eggets plommemasse, begynner 

embryoet å formes ut fra germ ring (Figur 3a) Etter hvert som epiboly pågår vokser embryoets 

akse, og ryggstrengen dannes (Figur 3b). Når epiboly nærmer seg ferdig er det et område under 

halen som forblir åpent. Denne åpningen vil tilslutt «lukkes» og blir embryoets anus. Under 

gastrulasjon begynner celler å spesialisere seg for å danne vev som former embryoet (Velsen, 

1980). Envelope layer blir ektoderm, og de dype cellene blir endoderm (Gilbert, 2000). Senere 

vil endoderm deles inn i to lag: mesoderm og endoderm, der mesoderm vil bli laget mellom 

endoderm og ektoderm (Kjørsvik et al., 2004). På hver side av ryggstrengen dannes det somitt-

par (Figur 3c). Antall somitter øker utover gastrulasjon (Figur 3d og 3e) (Gorodilov, 1996). 

Somitter er mesodermale celleansamlinger (Hock, 2018), som utvikles til å bli blant annet 

skjelett og muskler (Hock, 2019). Endoderm blir vev og organer, og ektoderm blir blant annet 

epidermis (Nesheim, 2020). Når gastrulasjon er over, og et virkelig embryo er dannet, vil hodet 

være ved den animale polen og halen ved den vegetale polen (Figur 3f) (Velsen, 1980). 
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Figur 3 – Skjematisk tegning av gastrulasjon hos egg fra Atlantisk laks. a: Epiboly og dannelse av embryoet 
begynner (1 = plommemasse, 2 = lipiddråper, 3 = blastoderm, 4 = germ ring, 5 = embryo, 6 = avtrykk av 
blastodisken). b: 1/3 epiboly (1-6 = samme som for a). c: Samme stadige som b fra lateral vinkel (1-5 = samme 
som for a, 7 = endoderm; hjerne, 8 = ryggstreng, 9 = somitter, 10 = usegmentert mesoderm, 11 = ektoderm). 
d: Nesten halvveis i epiboly (1-5 = samme som for a, 7-11 = samme som for c). e: 3/4 epiboly (1-5 = samme som 
for a, 6 = vev som danner optisk vesikkel, 7-11 = samme som for c). f: Virkelig embryo (1-4 = samme som for a, 
5 = perikardialt hulrom, 6 = otisk vesikkel, 7 = ryggstreng, 8 = Kupffers vesikkel). (Gorodilov, 1996; Kimmel et al., 
1995). 

 

1.1.6 Organogenese 
Etter gastrulasjon er et virkelig embryo dannet (Figur 3f). Videre begynner utviklingen av vitale 

organer (Figur 4) som blant annet blodkarssystemet og hjerte, munn (over- og underkjeve), 

gjeller, hjerne og øyne (Gorodilov, 1996; Kimmel et al., 1995). 
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Figur 4 – Utvikling av virkelig embryo fram til øyerognstadiget. a: Vitellin plexus begynner å vokse (1 = overkjeve, 
2 = bedre ende av caudal arterie, 3 = vitelline vene). b: Vitellin plexus dekker 3/4 av plommemassens overfalte, 
og øyet har begynt å få pigment (1 = anlegg for semisirkulær kanal, 2-3 = samme som for a, 4 = underkjeve). c: 
Vitellin plexus dekker 5/6 av plommemassens overflate (1 = konsentrasjoner av mesenkym i området for 
prospektiv anal, dorsal og caudal finner, 2 = gul-grønt gallepigment i mage, 3 = klekkekjertler). d: Fult pigmentert 
øye (1 = caudal finnestråler, 2 = kapillærlupe, 3 = operculum). (Gorodilov, 1996; Kimmel et al., 1995). 

 

 

1.2 Eggkvalitet 
Eggkvalitet defineres som evnen et egg har til å bli befruktet og senere utvikles til et normalt 

embryo. Eggkvalitet er bestemt av eggets egne egenskaper som dets gener og næringsstoffer i 

plommemassen, som er levert av moren (maternale faktorer) (Brooks et al., 1997). Egg med 

dårlig kvalitet kan føre til problemer med befruktningsevnen (Bobe, 2015). Parameterer eller 

stadier i utviklingen som kan undersøkes for å vurdere eggkvalitet er blant annet 

befruktningsrate og antall celledelinger, og overlevelse ved øyerognstadiget (Bobe, 2015). 

Eggkvalitet er påvirket av flere omgivende faktorer (Bobe & Labbè, 2010). pH og osmolalitet 

i ovarievæske er to faktorer som er korrelert med egg-kvalitet (Samarin et al., 2015). Miljø eller 

inkuberingsforhold etter befruktning er også en faktor som kan påvirke egg-kvaliteten (Brooks 

et al., 1997). 
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1.3 Formålet med oppgaven 
Ubefruktede egg er mindre utsatt for å bli ødelagt og har en større toleranse for mekanisk sjokk 

(Ginatullina et al., 2018). Studier har vist at sammensetningen av et lagringsmedium påvirker 

eggkvaliteten hos (Erdahl et al., 1987; Goetz & Coffman, 2000). Lagring av ubefruktede egg 

vil gi tid til å undersøke rogna for ulike sykdomsagens før de i det heletatt blir befruktet og 

legges inn i klekkeriet. Dette vil både være praktisk og smittehygienisk. 

Formålet med oppgaven var å se hvilke effekter medier med ulike ionesammensetninger hadde 

på stadier i embryonalutviklingen (parameterer for eggkvalitet) etter lagring av ubefruktede egg 

fra Atlantisk laks. 

Som delmål ble det lagt vekt på hvilke effekter osmolalitet, pH og kalsium hadde på 

parameterer for eggkvalitet hos egg fra Atlantisk laks etter lagring i ulike medier.  
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2 Materiale og metoder 

2.1 Forsøksfisk 
I perioden 04.11.19 – 16.11.19, under stryke- og befruktningssesongen hos SalMar Genetics 

AS (lokalitet 12842) på Reistad i Møre og Romsdal, ble det utlevert egg fra åtte hunnfisk og 

melke fra flere hannfisk. De kjønnsmodne fiskene hadde en alder på 3 til 4 år.  

Før og under all håndtering av stamfisk ble det benyttet Aqui-S for å berolige fisken. Det ble 

benyttet to metoder for å få tak i melke fra kjønnsmoden hannfisk. Ved den ene metoden ble 

fisken beroliget før den ble gitt en overdose med Tricain Pharmaq. Etter overdosen ble fisken 

hengt opp etter halen og deretter bløgget (Figur 5). Gonadene ble tatt ut, kvernet og fortynnet 

med at lagringsmedium kalt AquaBoost SpermCoat levert av Cryogentics. Melke fra denne 

metoden ble lagret i kjøleskap og brukt neste dag. Ved den andre metoden ble fisken beroliget 

før den ble strøket. 

 

Figur 5 – Viser opphengt, bløgget, kjønnsmoden hann-fisk. Foto: Camilla Valan Moen 
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All kjønnsmoden hunnfisk ble avlivet før uttak av egg. Fisken ble først beroliget før den ble 

håvet over i et kar med dødelig dose av Tricaine Pharmaq. Fisken ble deretter hengt opp etter 

halen og tilslutt bløgget (Figur 6). Etter bløggingen ble de spylt med vann og tørket, før de ble 

sendt videre til uttak av egg. Uttak av egg ble gjort ved å snitte opp buken. 

 

Figur 6 – Viser opphengt, bløgget og spylt kjønnsmoden ho-fisk. Foto: Camilla Valan Moen 
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2.2 Forsøksoppsett 
Det ble benyttet fire medier for lagring av ubefruktede egg: ovarievæske, natriumklorid (NaCl), 

Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ (Vedlegg II). I hvert medium ble ubefruktede 

egg lagret i 0, 24, 48 og 96 timer. For hvert lagringstidspunkt innenfor et medium ble det 

benyttet to replikater. Hvert replikat inneholde ca. 250 egg. Dvs. 250 egg * 2 replikater * 4 

lagringsmedier * 4 lagringstider for hver fisk. Prosedyren var lik for alle åtte fiskene. Det ble 

jobbet med egg fra fire fisk per uke, og kun egg fra én fisk om gangen.  

Stamfiskanlegget var delt inn i fire soner; strykerom, befruktningsrom, rognavdeling og 

klekkeri. Strykerom og befruktningsrom lå i ett bygg, og rognavdeling og klekkeri i et annet 

bygg. Mellom hver sone ble klær og sko byttet, og hendene vasket og desinfisert. 

Ved forsøksstart (05.11.19) ble det utlevert fire plastbakker med egg fra én fisk per bakke. Det 

samme ble gjort 12.11.19 med egg fra fire nye fisk.  

 

2.2.1 Lagring av ubefruktede egg 
Ubefruktede egg ble lagret i 300 ml firkantede flasker, hvor de ubefruktede eggene ble liggende 

i 2-3 lag. Der ubefruktede egg ble lagret i ovarievæske ble det tilsatt 10-15 ml ovarievæske, 

nok til at eggene ble dekket. Før lagring av ubefruktede egg i ioneløsning ble ovarievæsken 

vasket bort. Vasking ble gjort med den ioneløsningen de ubefruktede eggene skulle lagres i. 

Flaskene var fylt 120 ml ioneløsning. Ubefruktede egg ble lagret i kjøleskap som hadde en 

temperatur på 4  1C.   

 

2.2.2 Befruktning 
Det ble benyttet melke fra ny fisk etter hvert lagringstidspunkt. Ved befruktning av egg lagret 

i 0 timer ble det også benyttet fire behandlinger. I en behandling ble egg befruktet med 

ovarievæske tilstede. For å se effekten av vaskeprosessen ble ubefruktede egg vasket i de ulike 

ioneløsningene (NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+) før befruktning. 

Eggene ble befruktet med 100 l melke og 50 ml aktivatorløsning. Aktivatorløsning er en 

løsning som skal gi ekstra energi til spermier (Cryogenetics, 2014). To minutter etter 

befruktning ble eggene vasket med vann for å fjerne resterende spermier og aktivatorløsning. 

Flaskene ble fylt med 100 ml vann, og eggene ble lagt tilbake i flaskene og satt i kjøleskapet 

for svelling.  
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Etter 24, 48 og 96 timer lagring ble eggene befruktet. Før befruktning av egg lagret i 

ovarievæske ble 10-15 ml av ovarievæsken fjernet. For egg lagret i ioneløsningene ble 

løsningen silt av før befruktning. Eggene ble befruktet med 100 l melke og 50 ml 

aktivatorløsning. To minutter etter befruktning ble eggene vasket med vann, og lagt tilbake i 

flasken som var fylt med 100 ml vann. Flaskene ble satt i kjøleskap for svelling av egg.  

Egg fra fisk nr. 1-4 ble befruktet med melke fra gonader som var kvernet. Egg fra fisk nr. 5-8 

ble befruktet med melke som hadde vært behandlet på forskjellige måter. Ved befruktning av 

egg lagret i 0 timer ble det benyttet fersk melke fra fisk som ble strøket. Disse fiskene hadde 

blitt avlivet (usikker grunn). Ved befruktning av egg lagret i 24 timer ble det benyttet melke fra 

kvernet gonader. Ved befruktning av egg lagret i 48 timer ble det benyttet melke fra kvernet 

gonader som hadde stått 24 timer lengre (tilsammen 48 timer lagret i kjøleskap). Pga. lav 

spermieaktivitet ved dette tidspunktet ble dosen med melke doblet; fra 100 l til 200 l. Ved 

befruktning av egg lagret i 96 timer ble det benyttet melke fra strøket fisk som hadde vært lagret 

24 timer i kjøleskap. Aktiviteten til spermier ble sjekket før hver befruktning, utenom 

befruktning av egg fra fisk nummer 5-8 etter 24 timer lagring. Aktiviteten ble sjekket i 

mikroskop ved å ta melke på et objektglass og tilsette aktivatorløsning. 

 

2.2.3 Inkubering 
To timer etter befruktning (etter svelling) ble de befruktede eggene desinfisert med buffodin og 

inkubert i et klekkeskap. Klekkeskapet besto av åtte skuffer, hvor hver skuffe var delt inn i to 

bakker. Hver bakke besto av 36 rom som hadde en størrelse på 75 mm * 75 mm * 50 mm. Én 

bakke besto av egg fra fire fisk fra et lagringstidspunkt, der ett rom besto av ett replikat (250 

egg). Skuffene hadde en konstant forsyning av vann med en temperatur på 

8  0,3C. Vannforsyningen ble overvåket daglig av oss, eller av de ansatte på anlegget da vi 

ikke var tilstede. På et tidspunkt frøs vannet i røret som forsynte vann ned til bygget der 

strykeavdelingen var. Pga. arbeid med tining av rør ble vannet der egg lå inkubert veldig 

gromsete på et tidspunkt, og vannforsyningen inn i skuffene gikk ned. Vannforsyningen måtte 

derfor sjekkes og justeres oftere. 
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2.3 Evalueringer 
Vurderinger av eggkvalitet ble gjort ved disse parameterne/stadiene i embryonalutviklingen: 

svellegrad, befruktningsrate (andel aktiverte egg), celledeling, overlevelse ved gastrulasjon, 

og overlevelse ved øyerognstadiet. 

 

2.3.1 Svellegrad 
Før befruktning ved hvert lagringstidspunkt ble 20 egg fra hvert replikat plukket ut. 

Ovarievæsken eller ioneløsningen ble tørket bort og eggene veid. Etter veiing ble eggene 

befruktet med 60 l melke og 30 ml aktivatorløsning i en petriskål. To minutter etter 

befruktning ble aktivatorløsningen silt av og eggene vasket i vann. Etter vaskingen ble eggene 

lagt tilbake i petriskålen som var blitt fylt med vann, og satt i kjøleskapet for svelling. Minst to 

timer etter befruktning ble eggene veid på nytt. Før siste veiing ble vannet tørket bort fra eggene. 

Befruktning av egg fra Fisk 5-8 etter lagring i 48 timer fikk økt dose melke; fra 60 l til 100 l.  

 

2.3.2 Befruktningsrate 
Ca. 24 timer etter befruktning ble 50 egg fra hvert replikat plukket ut og fiksert i ca. to minutter 

i eddiksyre. Formålet med fikseringen var å stoppe celledelingen (Aslaksen, 2016). Etter 

fikseringen ble eggene lagt over på Cortland-løsning og inkubert i kjøleskap fram til evaluering 

av befruktningsrate og celledeling. Evalueringen ble gjort i mikroskop der det ble undersøkt 

om eggene var blitt aktiver, og antall celledelinger eggene hadde gjennomført.  

 

2.3.3 Gastrulasjon 
Femten dager (120 døgngrader) etter befruktning ble 50 egg fra hvert replikat plukket ut, og 

mikroskopert. Ved mikroskoperingen ble det undersøkt hvor mange som hadde dannet 

ryggstreng.  

 

2.3.4 Øyerogn 
Trettiåtte dager (300 døgngrader) etter befruktning av Fisk 1-4 og trettien dager (248 

døgngrader) etter befruktning av Fisk 5-8, ble 50 egg fra hvert replikat plukket ut, og 
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mikroskopert. Ved mikroskoperingen ble det undersøkt hvor mange som hadde nådd 

øyerognstadiet. Etter denne evalueringen ble forsøket på Reistad avsluttet. 

 

2.3.5 Osmolalitet 
Fra hvert lagringsmedium ble det tatt ut 1 ml væskeprøve før befruktning. Disse ble lagret i  

-80C fryser på Reistad før de ble sendt til Tromsø og videre lagret ved -20C før analysering. 

For analysering av osmolalitet ble det benyttet et Fiske One-Ten Osmomoter (Fiske Associates, 

MA, USA). 15 l av prøven ble overført til et rør og satt i maskinen. En termistor ble senket 

ned i prøverøret. Osmometeret benytter seg av frysepunktdepresjon som innebærer senkning 

av en væskes frysepunkt som finner sted når en substans løses i den (Pedersen, 2018). Maskinen 

måler smeltepunktet i prøven. Ved å måle fryse-/smeltepunktet kan det beregne nøyaktig 

konsentrasjon av løste stoffer (væskens osmolalitet) (Johnsen, 2020). Før analysering av 

prøvene ble osmometeret sjekket med en standardløsning (290 mOsm kg-1, Accuref 290, Fiske 

Assiciated, MA, USA). Hver prøve ble analysert minst to ganger. Avviket resultatene mellom 

de to første målingene med mer enn 4 mOsm kg-1, ble prøven analysert en tredje og evt. en 

fjerde gang. Sjekking av osmometeret ble gjort for hver 36. prøve for ioneløsningene (mellom 

hvert lagringstidspunkt for fire fisker) og hver for 10. prøve for ovarievæskene. 

 

2.3.6 Kalsium Assay Kit 
Væskeprøvene av lagringsmediene (1 ml) ble også benyttet til å sjekke konsentrasjonen av 

kalsium i hvert replikat. Det ble benyttet et Kalsium Assay Kit for sjekking av 

kalsiumkonsentrasjonen i de ulike mediene (Vedlegg III).  
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2.4 Databehandling 

2.4.1 Utregninger 
I hvert replikat ble det benyttet ca. 250 egg. For å beregne 250 egg ble først en liten mengde 

egg plukket ut, veid og antallet telt. Deretter ble Formel 1 benyttet. Dette ble gjort med egg fra 

hver fisk. 

𝑉𝑒𝑘𝑡𝑒𝑛 (𝑔) 𝑝å 250 𝑒𝑔𝑔 =
𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙𝑙 𝑡𝑒𝑙𝑡𝑒 𝑒𝑔𝑔

𝑣𝑒𝑘𝑡𝑒𝑛 𝑡𝑖𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑙𝑡𝑒 𝑒𝑔𝑔𝑒𝑛𝑒
∗ 250 (𝐹𝑜𝑟𝑚𝑒𝑙 1)  

 

Svellegraden (prosent vektøkning) ble regnet ut ved bruk av Formel 2. 

% 𝑣𝑒𝑘𝑡ø𝑘𝑛𝑖𝑛𝑔 =  
𝑣𝑒𝑘𝑡 𝑒𝑡𝑡𝑒𝑟 𝑠𝑣𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑔 − 𝑣𝑒𝑘𝑡 𝑓ø𝑟 𝑠𝑣𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑔

𝑣𝑒𝑘𝑡 𝑓ø𝑟 𝑠𝑣𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑔
∗ 100 (𝐹𝑜𝑟𝑚𝑒𝑙 2) 

 

For å finne ut hvor mange dager det tok fra befruktning til evaluering av gastrulasjon (120 

døgngrader) og øyerognstadige (248 og 300 døgngrader) ble døgngrader dividert på 

gjennomsnittstemperaturen på vannet (8C). 

 

I statistiske analyser for de ulike evalueringene; svellegrad, befruktningsrate, overlevelse ved 

gastrulasjon og øyerogn, konsentrasjon av kalsium og osmolaliet, og pH, ble gjennomsnittet av 

replikatene for et lagringsmedium (behandling) ved et lagringstidspunkt for hver fisk benyttet. 

Dette ble regnet ut ved bruk av Formel 3. 

𝑋̅ =
𝑥1 + 𝑥2

𝑛
 (𝐹𝑜𝑟𝑚𝑒𝑙 3) 

𝑋̅ = gjennomsnittet av begge replikatene for én fisk, 𝑥𝑖 = replikatene og 𝑛 = antall replikater. 

 

Utregninger med Formel 2 og Formel 3 ble utført i Excel for Mac (Microsoft, Redmond, WA, 

USA). 
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2.4.2 Statistiske analyser og grafiske fremstillinger 
Grafiske fremstillinger (figurer) av data ble laget i Prism versjon 8 for Mac (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA).  

For å undersøke eventuelle signifikante forskjeller mellom lagringsmedier innenfor en 

lagringstid, eller mellom lagringstider innenfor et medie ble en to-veis ANOVA og Turkey post 

hoc test utført i Sigmaplot versjon 13 (Systat Software Inc., San Joe, CA, USA). Pga. store 

variasjoner med høye og lave prosenter innenfor gastrulasjon og øyerogn, ble det valgt å arcsin-

transformere dataene før det ble utført en to-veis ANOVA og Turkey post hoc test. Ved å arcsin-

transformere ble dataene normalfordelt. Hvis p < 0,05 var det signifikante forskjeller mellom 

behandlingene innenfor et lagringstidspunkt, eller mellom tid innenfor en behandling.  

For å undersøke om det var signifikante korrelasjoner mellom stadier i embryonalutviklingen 

ble det utført en Pearson korrelasjonsanalyse i Sigmaplot versjon 13 (Systat Software Inc., San 

Joe, CA, USA). Pearson korrelasjonskoeffisient, r, kan variere fra -1 til +1 og beskriver 

henholdsvis sterk positiv eller sterk negativ korrelasjon. Denne koeffisienten måler graden av 

sammenheng mellom to variabler. Hvis p < 0,05 var det signifikant korrelasjon mellom 

parameterne.  
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3 Resultater 

3.1 Effekter av medier på svellegrad 
Svellegraden ble undersøkt ved å veie 20 egg før og etter svelling hvor egg hadde vært lagret i 

ulike lagringsmedier i forskjellige tider (Figur 7). Ved alle lagringstidspunkt hadde alle eggene 

i de ulike lagringsmediene en gjennomsnittlig vektøkning på over 20%. Egg lagret i 

ovarievæske hadde høyest vektøkning ved alle lagringstidene. Det var liten forskjell i 

vektøkning mellom ovarievæske og ioneløsningene, og mellom de ulike ioneløsningene. Det 

var kun signifikant forskjell (p < 0,05) i vektøkning mellom egg som hadde vært lagret i 

ovarievæske og Cortland-løsning uten Ca2+. 

 

Figur 7 – Svellegrad (prosent vektøkning) hos egg etter lagring i ulike medier ved ulike lagringstider. Data 
presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Små bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringsmedier 
innenfor et lagringstidspunkt. ns indikerer ingen signifikante forskjeller mellom lagringsmedier innenfor et 
lagringstidspunkt. 

 

 

3.2 Effekter av medier på befruktningsrate 
Befruktningsraten (prosent aktiverte egg) ble evaluert 24 timer etter befruktning. Etter lagring 

av ubefruktede egg i de ulike mediene ved alle lagringstidene, var befruktningsraten høy (Figur 

8). Egg lagret i ovarievæske og Cortland-løsning hadde ingen nedgang i befruktningsrate utover 

lagringstidene. Egg som hadde vært lagret i NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ hadde litt 

lavere befruktningsrate ved alle lagringstidene, sammenlignet med de to andre mediene. Det 

var signifikant forskjell i befruktningsrate (p < 0,05) mellom 0 og 48 timer, og mellom 0 og 96 

timer lagring av egg i både NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+.  
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Etter 0 timer lagring av egg var befruktningsraten for egg lagret i ovarievæske, NaCl, Cortland-

løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ på henholdsvis 90%, 84%, 91% og 87%. Etter 24 timer 

lagring av egg var befruktningsraten i de ulike mediene på henholdsvis 86%, 78%, 87% og 

79%.  

Etter 48 timer lagring av egg var det blitt en liten nedgang i befruktningsrate i noen av mediene. 

Dette ga en signifikant forskjell (p < 0,05) i befruktningsrate mellom egg som hadde vært lagret 

i ovarievæske og NaCl, og mellom egg som hadde vært lagret i Cortland-løsning og NaCl. 

Befruktningsraten hos egg etter lagring i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-

løsning uten Ca2+ i 48 timer var på henholdsvis 84%, 74%, 83% og 75%.  

Etter 96 timer lagring av egg i de ulike mediene var befruktningsraten omentrent lik 

befruktningsraten ved 48 timer. Befruktningsraten for egg lagret i ovarievæske, NaCl, Cortland-

løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ i 96 timer var på henholdsvis 88%, 73%, 82% og 77%. 

Etter 96 timer lagring var det kun signifikant forskjell (p < 0,05) i befruktningsrate mellom egg 

som hadde vært lagret i ovarievæske og NaCl, og mellom egg som hadde vært lagret i 

ovarievæske og Cortland-løsning uten Ca2+. 

 

Figur 8 – Befruktningsrate (prosent aktiverte egg) hos egg etter lagring i ulike medier ved ulike lagringstider. Data 
presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Små bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringsmedier 
innenfor et lagringstidspunkt. ns indikerer ingen signifikante forskjeller mellom lagringsmediene innenfor et 
lagringstidspunkt. Store bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringstider innenfor et lagringsmedie. 
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3.3 Effekter av medier på celledeling 
Ved evaluering av befruktningsrate ble det i tillegg registrert andel egge som hadde gjennomført 

celledelinger ca. 24 timer etter befruktning (Figur 9). Hos egg lagret i ovarievæske var andelen 

egg med celledelinger høy ved alle lagringsmediene. Egg som hadde vært lagret i NaCl hadde 

en kraftig og signifikant (p < 0,001) nedgang i andel egg som hadde gjennomført celledelinger 

fra 0 timer lagring til de andre lagringstidene (24-96 timer). Egg lagret i Cortland-løsning hadde 

høy prosentandel som hadde gjennomført celledelinger fra 0 til 48 timer lagring (Figur 9). Ved  

96 timer lagring falt prosentandelen som hadde gjennomfør celledelinger betydelig, og det var 

signifikante forskjeller (p < 0,001) mellom de tre første lagringstidene og 96 timer lagring av 

ubefruktede egg. Egg lagret i Cortland-løsning uten Ca2+ hadde en jevn nedgang i prosentandel 

som hadde gjennomført celledelinger fra 70% ved 0 timer lagring til 17% ved 96 timer lagring 

(Figur 9). Mellom lagringstidene 0 og 48 timer, 0 og 96 timer og 24 og 96 timer var det 

signifikant forskjell (p < 0,001) i andel egg som hadde gjennomført celledelinger etter lagring 

i Cortland-løsning uten Ca2+. 

Ved 0 timer lagring av egg ble ubefruktede egg vasket i de ulike ioneløsningene før befruktning. 

Egg behandlet med ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ hadde 

en prosentandel på henholdsvis 85%, 67%, 87% og 70% som hadde gjennomført celledelinger. 

Ved dette lagringstidspunktet var det signifikante forskjeller mellom Cortland-løsning og NaCl, 

og mellom Cortland-løsning med og uten kalsium (Figur 9).  

Etter 24 timer lagring av ubefruktede egg i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-

løsning uten Ca2+ var prosentandelen for andel egg som hadde gjennomført celledelinger på 

henholdsvis 82%, 12%, 88% og 53%. Ved dette lagringstidspunktet var det signifikante 

forskjeller (p < 0,05) mellom alle lagringsmediene, utenom mellom egg lagret i ovarievæske 

og Cortland-løsning. Etter 48 timer lagring av ubefruktede egg var det de samme signifikante 

forskjellene som ved 24 timer lagring. Prosentandelen som hadde gjennomført celledelinger 

etter 48 timer lagring i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ var 

på henholdsvis 88%, 7%, 77% og 32% (Figur 9).  

Etter 96 timer lagring av ubefruktede egg var andel egg som hadde gjennomført celledelinger 

lav for alle tre ioneløsningene, men fremdeles høy i ovarievæske. Prosentandelene etter lagring 

av ubefruktede egg i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ var 

på henholdsvis 75%, 0%, 33% og 17% (Figur 9). Det var signifikante forskjeller (p < 0,001) i 
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prosentandel som hadde gjennomført celledeling mellom alle lagringsmediene, utenom mellom 

Cortland-løsningene etter lagring av ubefruktede egg i 96 timer. 

 

Figur 9 – Prosent egg som har gjennomgått minst to celledelinger 24 timer etter befruktning, etter lagring i ulike 
medier ved forskjellige tider. Data presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Små bokstaver indikerer signifikant 
forskjell mellom lagringsmedier innenfor et lagringstidspunkt. Store bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom 
lagringstider innenfor et lagringsmedie 

 

 

3.4 Effekter av medier på gastrulasjon 
Overlevelse ved gastrulering ble evaluert 120 døgngrader etter befruktning (Figur 10). Egg 

befruktet etter 0 timer lagring hadde høy overlevelse etter behandling med ovarievæske og 

Cortlnad-løsning med henholdsvis 83% og 86% overlevelse ved gastrulasjonsfasen. Etter 

vasking av egg i NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ var overlevelsen noe lavere sammenlignet 

med de to overnevnte mediene. Prosent overlevelse for egg lagret i NaCl og Cortland-løsning 

uten Ca2+ var på henholdsvis 64% og 66%. Det var 22% som skilte høyeste (Cortland-løsning) 

og laveste (NaCl) overlevelsesprosent på dette tidspunktet. Mellom disse to løsningene var 

signifikant forskjell (p < 0,05). 

Etter 24 timer lagring av ubefruktede egg var det store forskjeller i overlevelse mellom flere av 

lagringsmediene (Figur 10). Overlevelsen hos egg etter lagring i ovareivæske, NaCl, Cortland-

løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ i 24 timer var på henholdsvis 82%, 12%, 88% og 48%. 

Også ved dette tidspunktet var høyeste overlevelsesprosent hos egg lagret i Cortland-løsning, 

og like bak var egg lagret i ovarievæske. NaCl hadde også her lavest prosent overlevelse, men 

var betydelig lavere sammenlignet med overlevelsesprosenten ved 0 timer lagring. Det var 

signifikant forskjell (p < 0,001) i overlevelse mellom egg lagret i ovarievæske og NaCl, og 
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mellom egg lagret i ovarievæske og Cortland-løsning uten Ca2+. Det var signifikant forskjell (p 

< 0,001) i overlevelse mellom egg lagret i Cortland-løsning og NaCl, og mellom egg lagret i 

Cortland-løsning med og uten kalsium. 

Etter 48 timer lagring av egg i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten 

Ca2+ var overlevelsen på henholdsvis 90%, 8%, 74% og 30% (Figur 10). Egg lagret i 

ovarievæske hadde på dette tidspunktet høyest overlevelse. Egg som hadde vært lagret i NaCl 

hadde fremdeles lavest overlevelsesprosent. Ved dette lagringstidspunktet var det de samme 

signifikant forskjellene som ved 24 timer lagring av ubefruktede egg.  

Etter 96 timer lagring av egg var det blitt større forskjeller i overlevelse. Overlevelsen hos egg 

lagret i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ i 96 timer var på 

henholdsvis 71%, 2%, 31% og 16% (Figur 10). Det var signifikante forskjeller (p < 0,05) i 

overlevelse mellom alle lagringsmediene, utenom mellom egg som hadde vært lagret i 

Cortland-løsning med og uten kalsium. 

Lagring av ubefruktede egg i overievæske hadde ingen tydelige forskjeller i overlevelse mellom 

de ulike lagringstidene. Egg som hadde vært lagret i NaCl hadde signifikant forskjell (p < 0,001) 

i overlevelse mellom 0 og de andre lagringstidene (24-96 timer). Det var en kraftig nedgang i 

overlevelse etter 24 timer lagring av egg. Fra 24 til 96 timer lagring av egg i NaCl forble 

overlevelsen veldig lav og nesten uendret. Egg som hadde vært lagret i Cortland-løsning hadde 

høy overlevelse fram til 48 timer lagring. Det var signifikant forskjell (p < 0,001) i overlevelse 

mellom 96 timer lagring av egg og de andre lagringstidene (0-48 timer) i Cortland-løsning. Egg 

lagret i Cortland-løsning uten Ca2+ hadde en jevn nedgang i overlevelse fra 0 og 96 timer. Det 

var signifikant forskjell i overlevelse mellom egg lagret i 0 og 48 timer (p < 0,05), 0 og 96 timer 

(p < 0,001), og 24 og 96 timer (p < 0,05).  
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Figur 10 – Prosent overlevelse ved gastrulasjon hos egg etter lagring i ulike medier ved ulike lagringstider. Data 
presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Små bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringsmedier 
innenfor et lagringstidspunkt. Store bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringstider innenfor et 
lagringsmedium. 

 

 

3.5 Effekter av medier på øyerogn 
Overlevelse ved øyerognstadige ble evaluert 300 døgngrader etter befruktning av egg fra fisk 

nr. 1-4, og 248 døgngrader etter befruktning av egg fra fisk nr. 5-8. Egg lagret i 0 timer hadde 

relativt høy overlevelse for alle behandlingene. Egg lagret i ovarievæske, NaCl, Cortland-

løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ hadde en overlevelse på henholdsvis 78%, 63%, 82% og 

70% (Figur 11). Egg vasket i Cortland-løsning hadde høyest overlevelse, og egg vasket i NaCl 

hadde lavest overlevelse ved øyerognstadiet.  

Det var store forskjeller i overlevelse mellom flere av lagringsmediene etter lagring i 24 timer 

(Figur 11). Overlevelsen hos egg i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning 

uten Ca2+ var på henholdsvis 78%, 7%, 86% og 50%. Det var signifikante forskjeller (p < 0,05) 

i overlevelse hos egg mellom alle lagringsmediene, utenom mellom egg som hadde vært lagret 

i ovarievæske og Cortland-løsning i 24 timer.  

Etter 48 timer lagring av egg i ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten 

Ca2+ var overlevelsen på henholdsvis 87%, 4%, 68% og 28% (Figur 11). Ved dette tidspunktet 

var det de samme signifikante forskjellene som ved 24 timer lagring av ubefruktede egg. 

Etter 96 timer lagring av egg var det klar signifikant forskjell (p < 0,001) i overlevelse mellom 

egg lagret i ovarievæske og ioneløsningene (Figur 11). Overlevelsen for egg lagret i 
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ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+ var på henholdsvis 66%, 

0%, 27% og 8%. Det var også signifikant forskjell (p < 0,001) i overlevelse mellom egg som 

hadde vært lagret i Cortland-løsning og NaCl i 96 timer. 

Lagring av ubefruktede egg i ovarievæske hadde liten endring i overlevelse som følge av tid. 

Etter 48 timer lagring av egg var overlevelsen noe høyere sammenlignet med de to tidligere 

lagringstidene, og etter 96 timer lagring av egg i overievæske var overlevelsen litt lavere 

sammenlignet med 48 timer lagring (Figur 11). Det var da signifikante forskjeller (p < 0,05) i 

overlevelse mellom 96 timer lagring av egg og de andre lagringstidene (0-48 timer) i 

ovarievæske. Egg lagret i Cortland-løsning hadde høy overlevelse fra 0 til 48 timer lagring av 

ubefruktede egg. Etter 96 timer lagring fikk egg en betydelig lavere overlevelsesprosent. Egg 

lagret i Cortland-løsning hadde de samme signifikant forskjellene mellom lagringstidene som 

for egg lagret i ovarievæske. For egg lagret i NaCl var det en kraftig og signifikant (p < 0,001) 

nedgang i overlevelse fra 0 timer lagring til de andre lagringstidene (24-96 timer). Mellom 24 

og 96 timer lagring av ubefruktede egg i NaCl forble overlevelsen veldig lav. Egg lagret i 

Cortland-løsning uten Ca2+ hadde en jevn nedgang i overlevelse fra 0 til 96 timer lagring. Det 

var signifikant forskjell i overlevelse mellom egg lagret i 0 og 48 timer (p < 0,05), mellom egg 

lagret i 0 og 96 timer (p < 0,001), og mellom egg lagret i 24 og 96 timer (p < 0,05).  

 

Figur 11 – Prosent overlevelse ved øyerognstadige hos egg etter lagring i ulike medier ved ulike lagringstider. 
Data presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Små bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom 
lagringsmedier innenfor et lagringstidspunkt. ns indikerer ingen signifikante forskjeller mellom lagringsmediene 
innenfor et lagringstidspunkt. Store bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringstider innenfor et 
lagringsmedium. 
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3.6 Korrelasjoner mellom parametere for eggkvalitet 
Korrelasjoner mellom parametere mellom parametere for eggkvalitet undersøkt. Det var 

gjennomgående få signifikante korrelasjoner mellom befruktningsrate og de andre stadiene i 

utviklingen både når det gjelder medier og lagringstidspunkt (Vedlegg VI). Mellom celledeling, 

gastrulasjon og øyerogn var det signifikante korrelasjoner ved nesten alle behandlingene 

uavhengig lagringstid.  

 

3.7 Effekter av konsentrasjon av kalsium i medier 
Cortland-løsning var det lagringsmediet som hadde høyest konsentrasjon av kalsium (Figur 

12A). Både ovarievæske og Cortland-løsning hadde signifikant forskjell i 

kalsiumkonsentrasjon (p < 0,05) mellom 0 og de andre lagringstidene (24-96 timer). Cortland-

løsning hadde en liten nedgang i kalsiumkonsentrasjon fra 24 til 48 timer lagring av ubefruktede 

egg. Etter 48 timer lagring av ubefruktede egg i Cortland-løsnng forble kalsiumkonsentrasjonen 

uendret. Fra 24 til 96 timer lagring av ubefruktede egg i ovarievæske var det nesten ingen 

endring i kalsiumkonsentrasjon. 

Både NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ var kalsiumfrie lagringsmedier og begge hadde en 

konsentrasjon av kalsium på 0 mg dl-1 ved start (0 timer lagring). For begge disse kalsiumfrie 

lagringsmediene var det en liten økning i kalsiumkonsentrasjon over tid med en konsentrasjon 

i områdeet 0,1-0,8 mg dl-1 (Figur 12B).  

 

Figur 12 – Konsentrasjon av kalsium i lagringsmediene ved ulike lagringstidspunkt. Data presentert som 

gjennomsnitt   SEM (n=8). Store bokstaver indikerer signifikante forskjeller i lagringstid for et 
lagringsmedie/behandling. NS indikerer ingen signifikante forskjeller mellom lagringstidspunktene innenfor et 
lagringsmedie. A: Kalsiumkonsentrasjon i ovarievæske og Cortland-løsning etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96 
timer. B: Kalsiumkonsentrasjon i NaCl og Cortland-løsning uten kalsium etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96 
timer. 
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3.8 Effekter av osmolalitet i medier 
Ovarievæske var det mediet med høyest osmolalitet, og i tillegg det mediet med størst økning i 

osmolalitet fra 0 til 96 timer lagring av egg (Figur 13A). Det var signifikant forskjell (p < 0,05) 

i osmolalitet i ovarievæske mellom alle lagringstidene, utenom mellom 0 og 24 timer lagring 

av ubefruktede egg.  

Cortland-løsning var det medie med nest høyest osmolalitet. Fra 0 til 96 timer lagring av 

ubefruktede egg var det en liten økning i osmolalitet. Cortland-løsningen hadde en osmolalitet 

på 289 mOsm kg-1 ved 0 timer, og 291 mOsm kg-1 ved 96 timer lagring av ubefruktede egg. 

Eneste signifikant forskjellen (p < 0,05) i osmolalitet i Cortland-løsning var mellom 0 og 96 

timer lagring av ubefruktede egg. 

NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ var de mediene med lavest osmolalitet. Ved 0 timer lagring 

hadde begge mediene en osmolalitet på 282 mOsm kg-1 ved 0 timer lagring av egg (Figur 13B). 

Det var en økning i osmolalitet i NaCl fra 0 til 96 timer lagring av ubefruktede egg. Det var kun 

signifikante forskjeller i osmolalitet mellom 0 og de andre lagringstidene (24-96 timer). 

I Cortland-løsning uten Ca2+ var det en økning i osmolalitet etter 24 timer lagring av 

ubefruktede egg. Det var signifikant forskjell i osmolalitet mellom 0 og 24 timer lagring av 

ubefruktede egg. Mellom 24 og 96 timer lagring av ubefruktede egg forble osmolaliteten i 

Cortland-løsning uten Ca2+ uendret. 

 

Figur 13 – Osmolalitet i lagringsmediene ved ulike lagringstidspunkt. Data presentert i gjennomsnitt   SEM (n=8). 
Store bokstaver indikerer signifikante forskjeller i lagringstid for et lagringsmedie. A: Osmolalitetkonsentrasjon i 
ovarievæske og Cortland-løsning etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96 timer. B: Osmolalitetkonsentrasjon i NaCl 
og Cortland-løsning uten kaslium etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96 timer.  
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3.9 Effekter av pH i medier 
Før befruktning av egg ble pH målt i lagringsmediene ved alle lagringstidspunk (Figur 14). pH 

i ovarievæske ved 0 timer lagring lå på 8,39. Etter lagring av ubefruktede egg i ovarievæske 

hadde pH en jevn økning utover lagringstidene. Det var signifikante forskjeller (p < 0,05) i pH 

i ovarievæske mellom alle lagringstidene, utenom mellom 48 og 96 timer lagring av 

ubefruktede egg. NaCl var det lagringsmediet med lavest pH. Fram til 48 timer lagring av 

ubefruktede egg hadde pH i NaCl økt, men etter 96 timer lagring hadde pH en liten nedgang. 

Det var signifikant forskjell (p < 0,05) i pH i NaCl mellom lagringstidene 0 og 24 timer, mellom 

0 og 48 timer, og mellom 48 og 96 timer. pH i Cortland-løsningene var relativt like ved alle 

lagringstidspunktene. Ved 0 timer var pH i Cortland-løsning 8,45, og pH i Cortland-løsning 

uten Ca2+ 8,52. I Cortland-løsning var det signifikant forskjell (p < 0,05) i pH mellom 24 og 96 

timer lagring av ubefruktede egg. I Cortland-løsning uten Ca2+ var det signifikant forskjell (p < 

0,05) mellom 0 og 96 timer, og mellom 24 og 96 timer lagring av ubefruktede egg. 

 

Figur 14 – pHi lagringsmediene ved ulike lagringstidspunkt. Data presentert i gjennomsnitt   SEM (n=8). Små 
bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom lagringstidene innenfor et lagringsmedium. 

 

 

3.10 Embryonalutvikling 
Figur 15, 16, 17 og 18 viser hvordan det så ut da evalueringer av befruktningsrare, celledeling 

og overlevelse ved gastrulasjon og øyerogn så ut.  
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Figur 15 – Bilder fra evaluering av befruktningsrate og celledeling 24 timer etter befruktning. A: Egg lagret i 
ovarievæske i 24 timer; 8 celler (1 = celler/blastomer, 2 = lipiddråper, 3 = plommemasse, 4 = chorion). B: Egg 
lagret i Cortland-løsning i 48 timer; 4 celler (1-4 = samme som for a). C: Egg vasket i NaCl; 1 celle (1 = blastodisk, 
2-4 = samme som for a). Foto: Camilla Valan Moen. 

 

 

Figur 16 – Dannelse av ryggstreng hos embryo under gastrulasjonsfasen. A: Egg fra Fisk 6 vasket i Cortland-
løsning før befruktning etter 0 timer lagring. Tydelig dannelse av ryggstreng; 3/4 epiboly (1 = hode/hjerne, 
2 = ryggstreng, 3 = germ ring). B: Egg fra Fisk 5 lagret i ovarievæske i 24 timer før befruktning. Tydelig dannelse 
av ryggstreng; epiboly nærmer seg slutten (1-3 = samme som i A). C: Egg fra Fisk 5 lagret i NaCl i 24 timer. 
Ingen dannelse av ryggstreng. Utviklingen av egget har stoppet opp og egget er dødt. Foto: Camilla Valan Moen. 
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Figur 17 – Øyerognstadige ved 300 døgngrader. A: Egg fra Fisk 1 lagret i Cortland-løsning i 24 timer før 
befruktning (1 = vitellin plexus, 2 = pigmentert øye, 3 = hjertet). B: Egg fra Fisk 1 vasket i Cortland-løsning før 
befruktning etter 0 timer lagring (1 = pigmentert øye, 2 = hjerne, 3 = dorsal aorta). C: Egg med ovarievæske fra 
Fisk 5 befruktet etter 0 timer lagring. Utvikling av egget har stoppet opp og egget er dødt. Foto: Camilla Valan 
Moen. 

 

 

Figur 18 – Øyerognstadiet ved 248 døgngrader. Egg fra Fisk 6 lagret i Cortland-løsning i 48 timer.  
(1 = vitellin plexus, 2 = begynnelse på pigmenterte øyne). Foto: Camilla Valan Moen. 
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4 Diskusjon 

I kommersiell produksjon av laks er det viktig å vurdere egg-batchene sin levedyktighet. Ved 

å evaluere ulike indikatorer for eggkvalitet er det mulig å si noe om utviklingspotensialet til de 

ulike batchene. Evalueringer av eggkvalitet gjøres i tidlige stadier i utviklingen for å unngå å 

kaste bort verdifulle ressurser på en gruppe som har dårlig potensiale (Pavlov et al., 2004). For 

å estimere eggkvaliteten gjennom overvåkning av utviklingssuksess, er det viktig å ha gode 

markører for eggkvalitet som på en forutsigbar måte kan si noe om utviklingspotensialet (Bobe, 

2015). Befruktningsrate og overlevelse til øyerogn er indikatorer for eggkvalitet som kan bli 

evaluert ved kommersielle stamfisk-anlegg (Pavlov et al., 2009). 

I dette forsøket ble egg befruktet med melke som var behandlet på forskjellige måter, inkludert 

bruk av fersk melke. Ved befruktning av egg fra fisk nr. 5-8 var det ikke ordinær stryking ved 

SalMar Genetics AS og den vanlig brukte melken var derfor ikke tilgjengelig. SalMar Genetics 

AS benytter seg av melke fra kvernede gonader lagret kjølig over natt i et kommersielt 

lagringsmedium med ukjent sammensetning. I gonadene er spermier oppbevart i immobil form 

(Kinsey et al., 2007). Når spermier vandrer gjennom gonadene under gyting oppstår det en 

endring i pH som gir spermier potensialet for anskaffelse av bevegelighet (Bobe & Labbè, 

2010). Lagringsmediet som kvernede gonader ble oppbevart i før bruk skulle gi en tilsvarende 

pH-endring som den som oppstår naturlig i gonadene når hannfisken modner (pers. kom. Gøran 

Roland, SalMar Genetisc AS). Melke behandlet på denne måten gir normalt ingen begrensning 

i befruktning (pers. Kom. Gøran Roland, SalMar Genetics As). Spermiers aktivitet kan enkelt 

sjekkes i mikroskop og andel bevegelige spermier, samt svømmehastighet- og mønster, etter 

aktivering kan benyttes som indikatorer på spermieaktivitet (Bobe & Labbè, 2010). I dette 

eksperimentet var det evaluering som nevnt over kun ved ett lagringstidspunkt (48 timer for 

egg fra fisk nr.- 5-8) at spermier hadde lav bevegelsesaktivitet, men dette ble kompensert med 

å øke dosen melke ved befruktning for å sikre oss at eggene ble befruktet. Ved befruktning av 

egg fra fisk nr. 5-8 etter lagring i 24 timer ble det glemt å undersøke spermieaktiviteten, men 

ingen av resultatene tyder på at det var dårlig spermiekvalitet målt som befruktningsrate. 

Mengden melke brukt ved befruktning er også å anse som i overskudd, tilsvarende minimum 

det dobbelte av det som var nødvendig for å få full befruktning (pers. kom. Helge Tveiten). Det 

var ingenting som tydet på at de forskjellige behandlingsmåtene av melke hadde noen 

påvirkning på befruktning av egg. 
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Befruktningsrate er en av parameterne som ble benyttet for vurdering av eggkvalitet. I dette 

forsøket ble befruktningsrate brukt som mål for andel aktiverte egg. Egg aktiveres imidlertid i 

kontakt med vann (Rosengrave et al., 2008) og kan gjennomgå en rekke steg i utviklingen før 

det stopper opp (Lee et al., 1999). For å evaluere eggets faktiske utviklingspotensiale er det 

derfor viktig å undersøke hvor stor andel av eggene som faktisk initerer celledeling. Evaluering 

av befruktningsrate ble gjort ca. 24 timer etter befruktning. Hastigheten på 

embryonalutviklingen hos fisk er temperaturavhengig (Velsen, 1980). Når vanntemperaturen 

er 8C skal et befruktet lakseegg ha gjennomgått minst to celledelinger 24 timer etter 

befruktning (Vedlegg I). Befrukntingsrate bør dermed heller angi andel egg med blastodisk som 

som har gjennomgått celledeling, og ikke bare andel aktiverte egg. En slik tilnærming er i 

overensstemmelse med resultatene i dette forsøket der det ble funnet svært få korrelasjoner 

mellom befruktningsrate og videre utviklingspotensialet. Det var derimot signifikante 

korrelasjoner mellom andel som hadde gjennomgått minst to celledelinger og overlevelse ved 

gastrulasjon og øyerognstadiet. Andel overlevelse til øyerogn er en sikker indikator for 

eggkvalitet (Pavlov et al., 2009), da et egg som har nådd dette stadiet er robust og tåler mye 

(Jensen & Alderdice, 1989). Et beruktet egg når øyerognstadiet rundt 250 døgngrader etter 

befruktning (Velsen, 1980). I kommersiell stamfisk-produksjon av Atlantisk laks blir eggene 

ved dette stadiet shocket. Shocking av egg er en prosess som gjør at de ubefruktede eggene blir 

hvite, og kan lett plukkes ut fra eggbatchen (Leitritz & Lewis, 1980). 

I dette forsøket ble ubefruktede egg fra Atlantisk laks lagret i 0, 24, 48 og 96 timer i 

ovarievæske, NaCl, Cortland-løsning og Cortland-løsning uten Ca2+. Egg ble lagret i kjøleskap 

med en temperatur på 4  1C. For lagring av ubefruktede egg bestemte vi oss for å benytte 

firkantete 300 ml flasker. I disse flaskene lå 250 egg fordelt på 2-3 lag. Komrakova & Holtz 

(2011) viste at egg fra Regnbueørret (Oncorhynchus mykiss) som lå lagret i dekkete 

polyetylenposer hadde lavere befruktningsevne da egg lå i fire lag kontra to lag. Under svelling 

øker eggets vekt med omtrent 20%, og hvis det blir for mange lag med egg kan det resultere i 

at de nedre lagene dør pga. presset fra de øvre lagene (Leitritz & Lewis, 1980). Ved lagring av 

ubefruktede egg i kjøleskap ved denne temperaturen var det ingen stor forskjell i temperatur på 

vannet stamfisken var oppholdt (4 C) i og lagringstemperaturen. Jensen & Alderdice (1984) 

viste at egg fra Ketalaks (Oncorhynchus keta) lagret ved 3C forlenget levedyktigheten i opptil 

125 timer sammenlignet med høyere temperaturer.  
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Overlevelse ved øyerognstadiet etter lagring av ubefruktede egg i ovarievæske hadde i dette 

forsøket et jevnt over bra resultat (Figur 11). Det var kun signifikant forskjell mellom 48 og 96 

timer lagring av egg i ovarievæske pga. at ved 48 timer var det høyest overlevelse. Lagring av 

ubefruktede egg i ovarievæske ble som forventet høy da tidligere studier har vist at ubefruktede 

egg kan lagres i overievæske i flere dager uten å miste befruktningsevnen (Jensen & Alderdice, 

1984; Withler & Morley, 1968). I vårt forsøk hadde ovarievæsken en liten, men signifikant 

økning i osmolalitet (Figur 14). En slik økning kan skyldes fordamping, men det kan også bety 

at egg har frigjort ioner eller andre substanser. Ovarievæske inneholder mye proteiner 

(Zadmajid et al., 2019), og en degradering av disse kan skyldes en større økning i osmolalitet i 

dette lagringsmediet. Fra 0 til 96 timer lagring av ubefruktede egg i ovarievæske økte 

osmolalitet med 1,7%. Osmolalitet i ovarievæske hos laksefisk ligger naturlig i området 252-

290 mOsm kg-1 (Lahnsteiner et al., 1995), og det var dermed ingen grunn til å tro at osmolalitet 

har påvirket eggkvalitet.   

I kommersiell stamfisk-produksjon benyttes hovedsakelig fysiologisk saltløsning (0,9% NaCl) 

for å vaske ovarievæske bort fra egg, da den kan inneholde smittsomme agens som kan bli med 

en spermie inn i egget under befruktning (Rimstad et al., 2011). Hovedårsaken til at NaCl ble 

brukt som et lagringsmedium var for å undersøke hvilken effekt vasking av ubefruktede egg i 

dette mediet påvirket embryonalutviklingen, sammenlignet med vasking av ubefruktede egg i 

andre ioneløsninger: Cortland-løsning med og uten kalsium. Erdahl et al. (1987) har vist at 

ubefruktede egg lagret i 5-10 minutter i fysiologisk saltløsning ikke mistet befruktningsevnen. 

Resultater av vaskeprosessen i dette forsøket viste en høy befruktningsrate, og en litt lavere 

overlevelse ved øyerognstadiet – men fremdeles relativt høy overlevelses prosent. Ved 

evaluering av overlevelse etter vaskeprosessen var det egg vasket i Cortland-løsning som hadde 

høyest overlevelse, og skilte seg fra NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ med rundt 20%. Etter 

24 timer lagring av ubefruktede egg i NaCl var det en kraftig nedgang i overlevelse ved 

øyerognstadiet. NaCl hadde en pH på rundt 7,5 som var langt lavere enn pH observert i 

ovarievæske hos laksefisk (Lahnsteiner et al., 1995). Aegerter & Jalabert (2004) sier at de fleste 

egg med dårlig kvalitet blir assosiert med der pH ovarievæske har vært på under 8. Denne 

forskjellen i pH mellom NaCl og de andre lagringsmediene er en faktor som ser ut til å ha 

påvirket eggkvaliteten for egg lagret i NaCl i 24 timer og lengre negativt.  

Cortland-løsning er et medium som er basert på bestanddeler av serum fra ferskvanns-teleoster 

(Wolf & Quimby, 1969). Cortland-løsning inneholder de samme ionene som i ovarievæske 

(Zadmajid et al., 2019), men mangler blant annet ovarievæskeproteiner. Goetz & Coffman 
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(2000) benyttet Cortland-løsning med Hepes-buffer som et lagringsmedium for ubefruktede 

egg, og viste at egg beholdte sin befruktningsevne og embryonalutviklingen forble upåvirket 

etter lagring i opp til 48 timer. I tillegg viste de at proteiner i ovarievæsken ikke var nødvendig 

for å opprettholde befruktningsevnen til egg etter lagring i opp til flere dager i Cortland-løsning. 

Resultater fra vårt forsøk beviste også at ubefruktede egg kunne lagres i Cortland-løsning i opp 

til 48 timer og fremdeles beholde befruktningsevnen. Goetz & Coffman (2000) antar at lagring 

av ubefruktede egg i Cortland-løsning lengre enn 48 timer er mulig siden deres medium 

inneholder antibiotika. Antibiotika har vist å ha en forbedrende levedyktighet på lagrede egg, 

siden en bakteriell infeksjon kan være en begrensende faktor for lagring av ubefruktede egg i 

ovarievæske (Jensen & Alderdice, 1984). I vårt tilfelle ble det ikke benyttet antibiotika i 

ioneløsningene, da ioneløsningene ble laget med milliQ-vann (ionefritt/dH2O). Overlevelse ved 

øyerognstadiet etter lagring av ubefruktede egg i 96 timer var betydelig lavere sammenlignet 

med overlevelse ved de tidligere lagringstidene. Egg lagret i 96 timer i Cortland-løsning hadde 

en gjennomsnittlig overlevelsesprosent på 27% ved øyerognstadiet, og var betydelig lavere 

sammenlignet med overlevelsesprosentene ved de tidligere lagringstidspunktene. I hovedsak er 

eggkvalitet knyttet til maternale faktorer (Brooks et al., 1997), og dermed var det nødvendig 

for oss å benytte egg fra flere fisk. I dette forsøket ble det observert relativt store variasjoner i 

overlevelse ved øyerognstadiet mellom egg fra de ulike hunnfiskene innenfor samme 

behandling. For egg lagret i Cortland-løsning var det en lavere overlevelse allerede ved 48 timer 

sammenlignet med egg fra de andre fiskene. Inkuberingsforhold er også en faktor som kan 

påvirke eggkvalitet (Brooks et al., 1997). Arbeid med tining av rør førte til at vannforsyningen 

inn i skuffene i klekkeskapet gikk ned pga. urenheter/grums. Arbeid med tining av rør ble gjort 

på det tidspunktet vi evaluerte overlevelse ved gastrulasjon. Siden det var korrelasjoner mellom 

egg som hadde gjennomgått celledeling og overlevelse ved gastrulasjon for alle mediene, var 

det ingen tegn på at denne kortvarige perioden der vannet var gromsete hadde negativ 

påvirkning på embryonalutviklingen.  

Cortland-løsning uten kalsium (Ca2+) ble brukt som lagringsmedium i all hovedsak for å se 

hvilken betydning kalsium ville ha på embryonalutvikling hos egg fra Atlantisk laks. Kalsium 

er et viktig ion når det kommer til befruktning av egg (Lee et al., 1999). Før forsøket vårt var 

en av hypotesene at manglende kalsium i medier kunne ha effekter på svellegrad, spesielt i 

forhold til lagringstid. Svellegrad er også en parameter hvor eggkvalitet kan evalueres 

(Lahnsteiner & Patzner, 2002). Eggets svellegrad er knyttet til cortikal reaksjonen. Egg fra 

Regnbueørret med høy kvalitet hadde et høyere vannopptak pga. fullstendig frigjøring av 
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innholdet i alveolene til det perivitelline rommet (Samarin et al., 2015). Når et egg aktiveres 

skjer det en rask økning i konsentrasjon av intracellulært kalsium, som er med på å sette i gang 

cortikal reaksjon (Murata, 2003). Egg aktiveres av penetrering av spermie, men egg kan også 

aktiveres i fravær av spemier (Lee et al., 1999) – da egg aktiveres i direkte kontakt med vann 

(Rosengrave et al., 2008). Selv om overlevelse ved øyrerognstadiet ble redusert utover 

lagringstidene, ble egg lagret i kalsiumfrie medier likevel aktivert og svelte. Lagring av 

ubefruktede egg i NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ over tid førte til økning i 

kalsiumkonsentrasjon i disse mediene (Figur 13). Denne økningen av kalsium tyder på at det 

har vært en «lekkasje» av kalsium fra eggenes indre lager.  

I ovarievæske og Cortland-løsning skjer det motsatte. Konsentrasjonen av kalsium i disse to 

lagringsmediene går ned, til tross for en økning i osmolalitet. Kalsiumkonsentrasjonen i 

ovarievæske er lavere sammenlignet med Cortland-løsning. Kalsiumkonsentrasjonen i 

ovarievæske flater ut etter 24 timer, mens for Cortland-løsning flater kalsiumkonsentrasjonen 

ut etter 48 timer lagring av ubefruktede egg. Disse utflatingene etter endring i 

kalsiumkonsentrasjoner kan spekuleres i at kalsium i egget er i et likevektsforhold med kalsium 

i det omgivende mediet.  

Økningen i osmolaliltet i NaCl og Cortland-løsning uten Ca2+ kan ha sammenheng med 

utskillelsen av kalsium fra eggene. Osmolalitet er en faktor som kan påvirke eggkvaliteten. Lav 

osmolalitet og lav pH i ovarievæske kan føre til lav befruktningsevne hos egg (Zadmajid et al., 

2019). I Cortland-løsning uten Ca2+ var ikke lav pH et tilfelle da pH på forhånd var justert til 

8,52, og var lik pH i ovarievæske hos laksefisk (Lahnsteiner et al., 1995). Forskjellen i 

osmolalitet mellom Cortland-løsning med og uten kalsium skyldes at det ikke ble kompensert 

med NaCl for fraværet av kalsium. Selv om osmolalitet og fraværet av kalsium er likt for NaCl 

og Cortland-løsning uten Ca2+, så skilte Cortland-løsning uten Ca2+ seg fra NaCl med en høyere 

overlevelsesprosent over tid. Om disse forskjellene i overlevelse skyldes høyere pH og/eller 

innhold av andre ioner i Cortland-løsning uten Ca2+ er imidlertid ikke klart. 
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5 Konklusjon 

Forsøket har vist at ubefruktede egg fra Atlantisk laks kan lagres i ovarievæske i opp til 96 

timer uten å miste befruktningsevnen. Ubefruktede egg lagret i Cortland-løsning kunne lagres 

i opp til 48 timer uten å miste befruktningsevnen.  

Det var klar sammen mellom celledeling 24 timer etter befruktning og overlevelse til 

gastrulasjon og øyerogn. Celledeling ved dette stadiet  

Vask og lagring av egg i de ulike ioneløsningene viste at bortfall av kalsium i lagringsmediet 

hadde negativ effekt på embryonalutviklingen. Effekter av evt. andre spesifikke ioner, pH og 

osmolalitet kan også være faktorer som har påvirket eggkvalitet og utviklingspotensial under 

lagring. 

Selv om det ikke var mulig i dette forsøket, ville en undersøkelse av sammensetningen av 

lagringsmediene med hensyn på ionesammensetning, proteiner og andre biomolekyler etter 

lagring av ubefruktede egg være interessant.  
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Vedlegg I 

Tabell 1 – Embryonalutvikling i Sockeye lakse egg. Tiden det tar for å nå de ulike utviklingsfasene; celledeling, 
gastrulasjon og organogenesis ved ulike temperaturer (Velsen, 1980). 
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Vedlegg II 

Reagens Konsentrasjon/innhold 

Aqui-S  

Buffodin  

Eddiksyre  5% glacial eddiksyre i 0,9% NaCl 

Etanol 70%: EtOH (100%) fortynnet med 

milliQ-vann 

Cortland-løsning NaCl: 36,26 g 

KCl: 1,90 g 

MgSO4: 0,60 g 

CaCl2: 1,66 g 

Glukose: 5,38 g 

Hepes: 25,05 g 

milliQ-vann: 5 liter 

Cortland-løsning uten Ca2+ NaCl: 36,26 g 

KCl: 1,90 g 

MgSO4: 0,60 g 

Glukose: 5,38 g 

Hepes: 25,05 g 

milliQ-vann: 5 liter 

NaCl 0,95%: 45g NaCl i 5 liter milliQ-vann 

Tricaine Pharmaq  
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Vedlegg III 
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Vedlegg VI 

 

Tabell 1 – Befruktningsrate og celledeling 

 Ovarievæske NaCl Cortland-
løsning 

Cortland-
løsning u/ Ca2+ 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

0 0,68 0,06 0,32 0,45 0,75 0,03 -0,04 0,93 

24 0,06 0,88 < 0,001 0,99 0,60 0,11 -0,56 0,15 

48 0,90 0,002 0,34 0,40 -0,24 0,56 -0,13 0,77 

96 0,46 0,25 0,01 0,98 0,34 0,40 -0,40 0,32 

 
 
 
Tabell 2 – Befruktningsrate og gastrulasjon 

 Ovarievæske NaCl Cortland-
løsning 

Cortland-
løsning u/ Ca2+ 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

0 0,68 0,059 0,27 0,52 0,73 0,04 -0,07 0,86 

24 0,01 0,97 -0,003 0,99 0,58 0,12 -0,65 0,084 

48 0,79 0,02 0,32 0,42 -0,26 0,51 -0,01 0,97 

96 0,45 0,25 0,06 0,88 0,38 0,35 -0,41 0,3 

 
 
 
Tabell 3 – Befruktningsrate og øyerogn 

 Ovarievæske NaCl Cortland-
løsning 

Cortland-
løsning u/ Ca2+ 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

0 0,51 0,20 0,32 0,43 0,76 0,03 0,01 0,98 

24 0,25 0,54 0,12 0,78 0,62 0,09 -0,58 0,13 

48 0,63 0,09 0,76 0,03 -0,21 0,61 -0,22 0,6 

96 0,34 0,41 - 0,49 0,41 0,31 -0,46 0,25 
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Tabell 4 – Celledeling og gastrulasjon 

 Ovarievæske NaCl Cortland-
løsning 

Cortland-
løsning u/ Ca2+ 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

0 0,99 < 0,001 0,97 < 0,001 0,99 < 0,001 0,99 < 0,001 

24 0,99 < 0,001 0,98 < 0,001 0,96 < 0,001 0,96 < 0,001 

48 0,97 < 0,001 0,98 < 0,001 0,97 < 0,001 0,97 < 0,001 

96 0,97 < 0,001 0,95 < 0,001 0,99 < 0,001 0,98 < 0,001 

 
 
 
Tabell 5 – Celledeling og øyerogn 

 Ovarievæske NaCl Cortland-
løsning 

Cortland-
løsning u/ Ca2+ 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

0 0,88 0,003 0,99 < 0,001 0,89 0,003 0,99 < 0,001 

24 0,95 < 0,001 0,96 < 0,001 0,98 < 0,001 0,88 0,003 

48 0,83 0,009 0,44 0,28 0,95 < 0,001 0,94 < 0,001 

96 0,91 0,002 - 0,66 0,96 < 0,001 0,91 0,001 

 
 
 
Tabell 6 – Gastrulasjon og øyerogn 

 Ovarievæske NaCl Cortland-
løsning 

Cortland-
løsning u/ Ca2+ 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

r p-
verdi 

0 0,89 0,003 0,95 < 0,001 0,88 0,004 0,99 < 0,001 

24 0,96 < 0,001 0,92 0,001 0,94 < 0,001 0,78 0,02 

48 0,88 0,003 0,31 0,46 0,89 0,003 0,89 0,003 

96 0,81 0,01 - 0,67 0,96 < 0,001 0,89 0,002 

 



 

 

 


	Forord
	Sammendrag
	1 Innledning
	1.1 Atlantisk laks
	1.1.1 Ovarievæske
	1.1.2 Eggets sammensetning
	1.1.3 Aktivering/befruktning
	1.1.4 Celledeling
	1.1.5 Gastrulasjon
	1.1.6 Organogenese

	1.2 Eggkvalitet
	1.3 Formålet med oppgaven

	2 Materiale og metoder
	2.1 Forsøksfisk
	2.2 Forsøksoppsett
	2.2.1 Lagring av ubefruktede egg
	2.2.2 Befruktning
	2.2.3 Inkubering

	2.3 Evalueringer
	2.3.1 Svellegrad
	2.3.2 Befruktningsrate
	2.3.3 Gastrulasjon
	2.3.4 Øyerogn
	2.3.5 Osmolalitet
	2.3.6 Kalsium Assay Kit

	2.4 Databehandling
	2.4.1 Utregninger
	2.4.2 Statistiske analyser og grafiske fremstillinger


	3 Resultater
	3.1 Effekter av medier på svellegrad
	3.2 Effekter av medier på befruktningsrate
	3.3 Effekter av medier på celledeling
	3.4 Effekter av medier på gastrulasjon
	3.5 Effekter av medier på øyerogn
	3.6 Korrelasjoner mellom parametere for eggkvalitet
	3.7 Effekter av konsentrasjon av kalsium i medier
	3.8 Effekter av osmolalitet i medier
	3.9 Effekter av pH i medier
	3.10 Embryonalutvikling

	4 Diskusjon
	5 Konklusjon
	Referanseliste
	Vedlegg I
	Vedlegg II
	Vedlegg III
	Vedlegg VI

