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Sammendrag

Eggkvalitet er definert som evnen et egg har til a bli befruktet og utvikles til et normalt embryo.
Darlig eggkvalitet kan fare til problemer med aktivering/befruktning eller senere stoppe
embryonalutviklingen. Eggkvalitet baseres i hovedsak pa egenskaper fra moren (maternale

faktorer), men ytre faktorer kan pavirke eggkvaliteten.

I kommersiell stamfiskproduksjon av Atlantisk laks (Salmo salar L.) blir ovarieveesken vasket
bort far befruktning pga. at den kan smittsomme agens som kan bli med en spermie inn i egget

under befruktning.

| dette forsgket ble ubefruktede egg fra Atlantisk laks lagret i ulike medier; ovarievaeske, NaCl,
Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+. Oppgavens formal var & se hvordan
sammensetning av ioner i medier pavirket embryonalutviklingen (eggkvalitet) etter lagring av
ubefruktede egg. Ubefruktede egg ble lagret i de overnevnte mediene i 0, 24, 48 og 96 timer
far de ble befruktet. For a se effekten av selve vaskeprosessen ble egg ved 0 timer lagring vasket
i de ulike ionelgsningene. Indikatorer pa eggkvalitet som ble undersgkt var svellegrad,
befruktningsrate, celledeling, og overlevelse ved gastrulasjon og gyerognstadiet. Endring som
falge av lagringstid i osmolalitet, pH og kalsiumkonsentrasjon ble ogsa studert i de ulike

lagringsmediene.

Ubefruktede egg lagret i ovarieveeske hadde hgy overlevelse ved gyerognstadiet ved
lagringstidene 0-48 timer (78-87%), og noe litt lavere ved 96 timer (64%). Denne hgye
overlevelsen var som forventet. Lagring av egg i ovarieveeske hadde ingen negative pavirker
pa eggkvalitet. Ubefruktede egg vasket i NaCl og Cortland-lgsning uten Caz+ hadde lavere
overlevelse ved gyerognstadiet (63%) sammenlignet med egg vasket i Cortland-lgsning (82%).
Ubefruktede egg lagret Cortland-lgsning fram til 48 timer hadde hgy (68-86%) overlevelse ved
gyerognstadiet, og ingen negative pavirkninger pa embryonalutvikling. Etter 96 timer lagring
av egg i Cortland-lgsning var overlevelsen ved gyerognstadiet betydelig lavere. Lagring av
ubefruktede egg i NaCl i 24 timer ga nesten ingen overlevende egg ved gyerognstadiet. Lav pH
og osmolalitet, og mangelen pa ioner har hatt tydelig effekt pad befruktningsevnen og
embryonalutviklingen for egg lagret i NaCl i 24, 48 og 96 timer. Egg lagret i Cortland-lgsning
uten Ca2+ hadde en jevn nedgang i overlevelse ved gyerognstadiet utover lagringstidene.
Fraveeret av kalsium hadde pavirkning pa embryonalutviklingen for egg lagret i 24, 48 og 96

timer i Cortland-lgsning uten Caz-+.
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1 Innledning

1.1 Atlantisk laks

Atlantisk laks (Salmo salar L.) tilhgrer laksefamilien Salmonidae, og er en anadrom fiskeart
(Havforskningsinstituttet, 2019). Anadrom fisk klekker og vokser opp i ferskvann fgr de
vandrer ut til havet for neeringssgk (Vallestad, 2019). Laksen lever i elver i ett til fem ar far den
gjennomgar fysiologiske, morfologiske og atferdsmessige forandringer kalt smoltifisering, som
gjer den tilpasset sjgvann. Laksen lever i havet i ett til fire ar far 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 varen (Havforskningsinstituttet, 2019).

1.1.1 Ovarieveeske
Nar laksen sluttmodner og ovulerer frigjeres de modne eggene i bukhulen sammen med

ovarievaske (Goetz & Coffman, 2000). Ovarievasken utgjer 10-30% av den totale massen som
frigjeres til bukhulen. Ovarievaesken har en ionesammensetning som bestar av blant annet
natrium (Na+), kalium (K+), klorid (CI-), magnesium (Mg2+) og kalsium (Caz2+) (Zadmajid et al.,
2019). Ovarievaeskens pH ligger pa rundt 8,5, og har en osmolalitet pa 256-290 mOsmo kg-1
hos arter innenfor laksefamilien (Lahnsteiner et al. 1995). | kunstig miljg har ovarieveesken hos
andre arter innenfor laksefamilien vist & ha en effekt pa spermier under befruktning. Effektene
har veert & forbedre spermiers prestasjon ved a f.eks. gke spermiers hastighet (Zadmajid et al.,
2019). Ovarievaesken kan innehold smittsomme agens, som f.eks. virus, som har hgy affinitet
til spermiers hode og kan bli med inn i egget under befruktning (Rimstad et al., 2011). Pga. at
ovarievaesken 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 pa 5-7 mm. En oocyte (eggcelle) bestar av plommemasse (yolk),
cytoplasma og et ytre skall (Figur 1). Plommemassen inneholder vann (60-67%), proteiner

(30%) og mange lipiddraper lokalisert ved den animale polen. Plommemassen inneholder alle
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de ngdvendige naringsstoffene et embryo og en plommesekk-yngel trenger under utviklingen.
Plommemassen omsluttes av cytoplasma som bestar en rekke granuler eller cortikale alveoler.
Alveolene inneholder enzymer og makromolekyler som er ngdvendig for at et egg skal bli
aktivert/befruktet (Kjarsvik 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 apning kalt mikropylen som er
apningen der en spermie kommer inn og befrukter egget (Kjarsvik et al., 2004). Mikropylen er
formet som en trakt, og dens ytre del har stgrre diameter enn dens indre del. Den indre delen av
mikropylen er like bred som hode til en spermie (Kunz, 2004). En spermie bestar av tre deler:
hode, mellomstykke og hale (Nesheim, 2019).

Egg shell

Cytoplasm

O,

Cortical alveoli

Oil droplets \x

Micropyle

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

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

bevegelse (aktivering) starter som respons pa endring i osmolalitet, pH, eller konsentrasjon av
natrium (Na+), kalium (K+) eller kalsium (Caz+). Disse endringene oppstar nar hannfisken gyter,
og spermier kommer i kontakt med vann (Kinsey et al., 2007). Nar spermier har blitt aktivert

svgmmer 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 & kunne befrukte et egg ma det oppsta tett kontakt mellom eggceller og saedceller (Kjarsvik
et al., 2004). Kun én spermie har muligheten til & befrukte et egg (Kunz, 2004). En spermie
kommer inn i egget gjennom mikropylen, og fester seg til eggets plasmamembran (Murata,
2003). Dette farer til en kortvarig gkning av intracelluleer kalsiumkonsentrasjon, som danner
en bglge av kalsium over egget. Denne kalsiumbglgen starter ved den animale polen og
forflytter seg nedover eggets overflate til den motsatte enden (vegetative polen). Denne
gkningen av intracellulert kalsium trigger andre reaksjoner som blant annet hindrer flere
spermier & komme inn i egget (Kinsey et al., 2004). Spermien frigjar 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 kalsiumbglgen, setter ogsa i gang en prosess kalt
cortikal reaksjonen. (Murata, 2003). Under cortikal reaksjonen lgftes chorion opp av
cytoplasma, og danner det perivitelline rommet som et resultat av endring i chorions
permabilitet og frigjering av innholdet i alveolene. Endring i chorions permabiliet farer til en
innstremming av vann som far egget til a svelle (Kjersvik et al. 2004) Under svellingen gker
eggets vekt med ca. 20% (Kamler, 1992), og endringene i proteinstrukturen i chorion farer til
en forsterkelse slik at chorion blir hard (Robles et al., 2007).

Cytoplasma begynner a oppkonsentreres ved den animale polen av egget, og danner eggets
farste celle kalt blastodisk (Figur 2a) (Kimmel et al., 1995). Under og rundt blastodisken er det
lokalisert flere lipiddraper i varierende starrelse (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 = lipiddraper). b: Farste celledeling; 2 celler (1 = celle/blastomer, 2-4 = samme
som for a). ¢: Andre celledeling; 4 celler. d: Tredje celledeling; 8 celler. e: Fjerde celledeling; 16 celler. f: slutten
pa celledeling (1 = blastoderm, 2 = germ ring, 3 = plommemasse, 4 = lipiddraper). (Gorodilov, 1996; Kimmel et
al., 1995).

1.1.4 Celledeling
Hos fisk er det kun blastodisken som gjennomgar celledeling, og plommemassen forblir ubergrt

(Kunz, 2004). Celledeling der kun deler av egget spaltes kalles for meroblastisk celledeling, og
nar kun den oppkonsentrerte cytoplasma (blastodisken) blir embryo kalles celledelingen for
diskodial — som er en undergruppe av meroblastisk celledeling (Gilbert, 2000). De farste fem
celledelingene skjer i det vertikale planet av blastodisken (Figur 2b-e). Farste celledeling klyver
blastodiken og danner to celler (Velsen, 1980). De delte cellene kalles for blastomer (Brggger,
2018). Ved hver celledeling blir blastomerene mindre. Hvor raskt celledelingene skjer avhenger
av temperaturen i vannet. Etter femte celledeling begynner cellene a dele seg i det horisontale
planet, og antall celler blir dermed vanskelig & identifisere (Velsen, 1980) pga. av at noen celler
er helt dekket av andre celler (Kimmel et al., 1995). Det gvre 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
(Kjarsvik et al., 2004). Eggets blastoderm (Figur 2f) bestar av mange dype celler og et tynt
envelope layer (NMBU, 2017). Blastoderm flates ut og dekker stgrre 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 & vokse nedover plommemassen (Velsen, 1980), og mot den vegetative polen
(Kjersvik 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 a formes ut fra germ ring (Figur 3a) Etter hvert som epiboly pagar vokser embryoets
akse, og ryggstrengen dannes (Figur 3b). Nar epiboly nermer seg ferdig er det et omrade under
halen som forblir apent. Denne apningen vil tilslutt «lukkes» og blir embryoets anus. Under
gastrulasjon begynner celler & spesialisere seg for & 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 (Kjarsvik et al., 2004). Pa hver side av ryggstrengen dannes det somitt-
par (Figur 3c). Antall somitter gker utover gastrulasjon (Figur 3d og 3e) (Gorodilov, 1996).
Somitter er mesodermale celleansamlinger (Hock, 2018), som utvikles til & bli blant annet
skjelett og muskler (Hock, 2019). Endoderm blir vev og organer, og ektoderm blir blant annet
epidermis (Nesheim, 2020). Nar gastrulasjon er over, og et virkelig embryo er dannet, vil hodet

veere 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 = lipiddraper, 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 @yne (Gorodilov, 1996; Kimmel et al., 1995).
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Figur 4 — Utvikling av virkelig embryo fram til gyerognstadiget. a: Vitellin plexus begynner & vokse (1 = overkjeve,
2 = bedre ende av caudal arterie, 3 = vitelline vene). b: Vitellin plexus dekker 3/4 av plommemassens overfalte,
og gyet har begynt a fa pigment (1 = anlegg for semisirkulzer kanal, 2-3 = samme som for a, 4 = underkjeve). c:
Vitellin plexus dekker 5/6 av plommemassens overflate (1 = konsentrasjoner av mesenkym i omradet for
prospektiv anal, dorsal og caudal finner, 2 = gul-grent gallepigment i mage, 3 = klekkekjertler). d: Fult pigmentert
gye (1 = caudal finnestraler, 2 = kapilleerlupe, 3 = operculum). (Gorodilov, 1996; Kimmel et al., 1995).

1.2 Eggkvalitet

Eggkvalitet defineres som evnen et egg har til a bli befruktet og senere utvikles til et normalt
embryo. Eggkvalitet er bestemt av eggets egne egenskaper som dets gener og naringsstoffer i
plommemassen, som er levert av moren (maternale faktorer) (Brooks et al., 1997). Egg med
darlig kvalitet kan fare til problemer med befruktningsevnen (Bobe, 2015). Parameterer eller
stadier i utviklingen som kan undersgkes for a wvurdere eggkvalitet er blant annet
befruktningsrate og antall celledelinger, og overlevelse ved gyerognstadiget (Bobe, 2015).
Eggkvalitet er pavirket av flere omgivende faktorer (Bobe & Labbe, 2010). pH og osmolalitet
i ovarievaske er to faktorer som er korrelert med egg-kvalitet (Samarin et al., 2015). Miljg eller
inkuberingsforhold etter befruktning er ogsa en faktor som kan pavirke egg-kvaliteten (Brooks
etal., 1997).
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1.3 Formalet med oppgaven
Ubefruktede egg er mindre utsatt for 4 bli gdelagt og har en starre toleranse for mekanisk sjokk

(Ginatullina et al., 2018). Studier har vist at sammensetningen av et lagringsmedium pavirker
eggkvaliteten hos (Erdahl et al., 1987; Goetz & Coffman, 2000). Lagring av ubefruktede egg
vil gi tid til & undersgke rogna for ulike sykdomsagens far de i det heletatt blir befruktet og

legges inn i klekkeriet. Dette vil bade vaere praktisk og smittehygienisk.

Formalet med oppgaven var a se hvilke effekter medier med ulike ionesammensetninger hadde
pa stadier i embryonalutviklingen (parameterer for eggkvalitet) etter lagring av ubefruktede egg

fra Atlantisk laks.

Som delmal ble det lagt vekt pa hvilke effekter osmolalitet, pH og kalsium hadde pa

parameterer for eggkvalitet hos egg fra Atlantisk laks etter lagring i ulike medier.

Side 8 av 42



2 Materiale og metoder

2.1 Forsgksfisk
| perioden 04.11.19 — 16.11.19, under stryke- og befruktningssesongen hos SalMar Genetics

AS (lokalitet 12842) pa Reistad i Mgre og Romsdal, ble det utlevert egg fra atte hunnfisk og
melke fra flere hannfisk. De kjgnnsmodne fiskene hadde en alder pa 3 til 4 ar.

Far og under all handtering av stamfisk ble det benyttet Aqui-S for a berolige fisken. Det ble
benyttet to metoder for a fa tak i melke fra kjgnnsmoden hannfisk. Ved den ene metoden ble
fisken beroliget far den ble gitt en overdose med Tricain Pharmag. Etter overdosen ble fisken
hengt opp etter halen og deretter blggget (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 kjgleskap og brukt neste dag. Ved den andre metoden ble fisken beroliget

far den ble stroket.

Figur 5 — Viser opphengt, blggget, kijgnnsmoden hann-fisk. Foto: Camilla Valan Moen
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All kjgnnsmoden hunnfisk ble avlivet fgr uttak av egg. Fisken ble farst beroliget for den ble
havet over i et kar med dgdelig dose av Tricaine Pharmaq. Fisken ble deretter hengt opp etter
halen og tilslutt blagget (Figur 6). Etter blaggingen ble de spylt med vann og terket, far de ble
sendt videre til uttak av egg. Uttak av egg ble gjort ved a snitte opp buken.

Figur 6 — Viser opphengt, blggget og spylt kignnsmoden ho-fisk. Foto: Camilla Valan Moen
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2.2 Forsgksoppsett
Det ble benyttet fire medier for lagring av ubefruktede egg: ovarievaske, natriumklorid (NacCl),

Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ (Vedlegg I1). 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 atte 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 1 i ett bygg, og rognavdeling og klekkeri i et annet

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

Ved forsgksstart (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 ovarievaeske ble det tilsatt 10-15 ml ovarieveeske,
nok til at eggene ble dekket. Far lagring av ubefruktede egg i ionelgsning ble ovarievaesken
vasket bort. Vasking ble gjort med den ionelgsningen de ubefruktede eggene skulle lagres i.
Flaskene var fylt 120 ml ionelgsning. Ubefruktede egg ble lagret i kjgleskap som hadde en

temperatur pa 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 ogsa benyttet fire behandlinger. | en behandling ble egg befruktet med
ovarievaeske tilstede. For & se effekten av vaskeprosessen ble ubefruktede egg vasket i de ulike
ionelgsningene (NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+) fer befruktning.
Eggene ble befruktet med 100 ul melke og 50 ml aktivatorlgsning. Aktivatorlgsning er en
lgsning som skal gi ekstra energi til spermier (Cryogenetics, 2014). To minutter etter
befruktning ble eggene vasket med vann for a fjerne resterende spermier og aktivatorlgsning.
Flaskene ble fylt med 100 ml vann, og eggene ble lagt tilbake i flaskene og satt i kjgleskapet
for svelling.
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Etter 24, 48 og 96 timer lagring ble eggene befruktet. Fer befruktning av egg lagret i
ovarievaeske ble 10-15 ml av ovarieveesken fjernet. For egg lagret i ionelgsningene ble
lasningen silt av fer befruktning. Eggene ble befruktet med 100 pl melke og 50 ml
aktivatorlgsning. 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 kjgleskap 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 veert behandlet pa forskjellige mater. Ved befruktning av
egg lagret i 0 timer ble det benyttet fersk melke fra fisk som ble strgket. 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 statt 24 timer lengre (tilsammen 48 timer lagret i kjgleskap). Pga. lav
spermieaktivitet ved dette tidspunktet ble dosen med melke doblet; fra 100 ul til 200 pl. Ved
befruktning av egg lagret i 96 timer ble det benyttet melke fra strgket fisk som hadde veert lagret
24 timer i kjgleskap. Aktiviteten til spermier ble sjekket fgr hver befruktning, utenom
befruktning av egg fra fisk nummer 5-8 etter 24 timer lagring. Aktiviteten ble sjekket i
mikroskop ved & ta melke pa et objektglass og tilsette aktivatorlgsning.

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 atte skuffer, hvor hver skuffe var delt inn i to
bakker. Hver bakke besto av 36 rom som hadde en starrelse pa 75 mm * 75 mm * 50 mm. En
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 pa
8 + 0,3°C. Vannforsyningen ble overvaket daglig av oss, eller av de ansatte pa anlegget da vi
ikke var tilstede. Pa et tidspunkt frgs vannet i rgret som forsynte vann ned til bygget der
strykeavdelingen var. Pga. arbeid med tining av rar ble vannet der egg la inkubert veldig
gromsete pa et tidspunkt, og vannforsyningen inn i skuffene gikk ned. Vannforsyningen matte

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 gyerognstadiet.

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

Ovarievasken eller ionelgsningen ble tarket bort og eggene veid. Etter veiing ble eggene
befruktet med 60 ul melke og 30 ml aktivatorlgsning i en petriskal. To minutter etter
befruktning ble aktivatorlgsningen silt av og eggene vasket i vann. Etter vaskingen ble eggene
lagt tilbake i petriskalen som var blitt fylt med vann, og satt i kjgleskapet for svelling. Minst to

timer etter befruktning ble eggene veid pa nytt. Far siste veiing ble vannet tarket bort fra eggene.

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

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. Formalet med fikseringen var & stoppe celledelingen (Aslaksen, 2016). Etter
fikseringen ble eggene lagt over pa Cortland-lgsning og inkubert i kjgleskap fram til evaluering
av befruktningsrate og celledeling. Evalueringen ble gjort i mikroskop der det ble undersgkt

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

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

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

ryggstreng.

2.3.4 Qyerogn
Trettidtte dager (300 dggngrader) etter befruktning av Fisk 1-4 og trettien dager (248

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

gyerognstadiet. Etter denne evalueringen ble forsgket pa Reistad avsluttet.

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

-80°C fryser pa Reistad for de ble sendt til Tromsg og videre lagret ved -20°C far analysering.

For analysering av osmolalitet ble det benyttet et Fiske One-Ten Osmomoter (Fiske Associates,
MA, USA). 15 ul av prgven ble overfart til et rar og satt i maskinen. En termistor ble senket
ned i prgvergret. Osmometeret benytter seg av frysepunktdepresjon som innebarer senkning
av en vaskes frysepunkt som finner sted nar en substans lgses i den (Pedersen, 2018). Maskinen
maler smeltepunktet i praven. Ved a male fryse-/smeltepunktet kan det beregne ngyaktig
konsentrasjon av lgste stoffer (vaeskens osmolalitet) (Johnsen, 2020). Fer analysering av
prevene ble osmometeret sjekket med en standardlgsning (290 mOsm kg-1, Accuref 290, Fiske
Assiciated, MA, USA). Hver prgve ble analysert minst to ganger. Avviket resultatene mellom
de to ferste malingene med mer enn 4 mOsm kg-1, ble preven analysert en tredje og evt. en
fjerde gang. Sjekking av osmometeret ble gjort for hver 36. prgve for ionelgsningene (mellom

hvert lagringstidspunkt for fire fisker) og hver for 10. prgve for ovarievaeskene.

2.3.6 Kalsium Assay Kit
Vaskeprgvene av lagringsmediene (1 ml) ble ogsa benyttet til a sjekke konsentrasjonen av

kalsium 1 hvert replikat. Det ble benyttet et Kalsium Assay Kit for sjekking av
kalsiumkonsentrasjonen i de ulike mediene (Vedlegg I11).
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2.4 Databehandling

2.4.1 Utregninger
I hvert replikat ble det benyttet ca. 250 egg. For & beregne 250 egg ble farst en liten mengde
egg plukket ut, veid og antallet telt. Deretter ble Formel 1 benyttet. Dette ble gjort med egg fra

hver fisk.

antall telte egg

Vekten (g) pa 250 egg = * 250 (Formel 1)

vekten til de telte eggene

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

vekt etter svelling — vekt far svelling

% vektgkning = * 100 (Formel 2)

vekt for svelling

For & finne ut hvor mange dager det tok fra befruktning til evaluering av gastrulasjon (120
dggngrader) og eyerognstadige (248 og 300 dggngrader) ble degngrader dividert pa

gjennomsnittstemperaturen pa vannet (8°C).

| statistiske analyser for de ulike evalueringene; svellegrad, befruktningsrate, overlevelse ved
gastrulasjon og gyerogn, 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.

- x;t+x
g=2t 2

(Formel 3)

X = gjennomsnittet av begge replikatene for én fisk, x; = replikatene og n = antall replikater.

Utregninger med Formel 2 og Formel 3 ble utfart 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 & undersgke eventuelle signifikante forskjeller mellom lagringsmedier innenfor en
lagringstid, eller mellom lagringstider innenfor et medie ble en to-veis ANOVA og Turkey post
hoc test utfgrt i Sigmaplot versjon 13 (Systat Software Inc., San Joe, CA, USA). Pga. store
variasjoner med hgye og lave prosenter innenfor gastrulasjon og gyerogn, ble det valgt a arcsin-
transformere dataene fer det ble utfart en to-veis ANOVA og Turkey post hoc test. Ved a 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 & undersgke om det var signifikante korrelasjoner mellom stadier i embryonalutviklingen
ble det utfart 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 maler 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 pa svellegrad
Svellegraden ble undersgkt ved a veie 20 egg far og etter svelling hvor egg hadde veert lagret i

ulike lagringsmedier i forskjellige tider (Figur 7). Ved alle lagringstidspunkt hadde alle eggene
i de ulike lagringsmediene en gjennomsnittlig vektgkning pa over 20%. Egg lagret i
ovarieveeske hadde heyest vektekning ved alle lagringstidene. Det var liten forskjell i
vektgkning mellom ovarievaske og ionelgsningene, og mellom de ulike ionelgsningene. Det
var kun signifikant forskjell (p < 0,05) i vektekning mellom egg som hadde vert lagret i

ovarievaske og Cortland-lgsning uten Caz+.

30- ns ns ns
a

g - ab ab b Bl Ovarieveeske

— L ol e

%20_ “inly = B M Fy == Nacl

il

r 1 Cortland

>

"g 10— E3 cCortland u/Ca?

I

(o]

.

o

0- 1 1 1 1
0 24 48 96

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

3.2 Effekter av medier pa 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 hgy (Figur
8). Egg lagret i ovarieveeske og Cortland-lgsning hadde ingen nedgang i befruktningsrate utover
lagringstidene. Egg som hadde veert lagret i NaCl og Cortland-lgsning uten Caz2+ 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 bade NaCl og Cortland-lgsning uten Caz-.
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Etter O timer lagring av egg var befruktningsraten for egg lagret i ovarievaeske, NaCl, Cortland-
Igsning og Cortland-lgsning uten Caz+ pa henholdsvis 90%, 84%, 91% og 87%. Etter 24 timer
lagring av egg var befruktningsraten i de ulike mediene pa 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 veert lagret
i ovarievaeske og NaCl, og mellom egg som hadde vert lagret i Cortland-lgsning og NacCl.
Befruktningsraten hos egg etter lagring i ovarieveeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-
Igsning uten Caz+ i 48 timer var pa 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 ovarievaeske, NaCl, Cortland-
Igsning og Cortland-lgsning uten Caz+ i 96 timer var pa henholdsvis 88%, 73%, 82% og 77%.
Etter 96 timer lagring var det kun signifikant forskjell (p < 0,05) i befruktningsrate mellom egg
som hadde vert lagret i ovarievaeske og NaCl, og mellom egg som hadde veert lagret i

ovarievaske og Cortland-lgsning uten Caz+.
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Figur 8 — Befruktningsrate (prosent aktiverte egg) hos egg etter lagring i ulike medier ved ulike lagringstider. Data
presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Sma 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 pa celledeling
Ved evaluering av befruktningsrate ble det i tillegg registrert andel egge som hadde gjennomfart

celledelinger ca. 24 timer etter befruktning (Figur 9). Hos egg lagret i ovarievaeske var andelen
egg med celledelinger hgy ved alle lagringsmediene. Egg som hadde vert lagret i NaCl hadde
en kraftig og signifikant (p < 0,001) nedgang i andel egg som hadde gjennomfart celledelinger
fra O timer lagring til de andre lagringstidene (24-96 timer). Egg lagret i Cortland-lgsning hadde
hgy prosentandel som hadde gjennomfart celledelinger fra O til 48 timer lagring (Figur 9). Ved
96 timer lagring falt prosentandelen som hadde gjennomfar celledelinger betydelig, og det var
signifikante forskjeller (p < 0,001) mellom de tre farste lagringstidene og 96 timer lagring av
ubefruktede egg. Egg lagret i Cortland-lgsning uten Caz+ hadde en jevn nedgang i prosentandel
som hadde gjennomfart celledelinger fra 70% ved O 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 gjennomfgrt celledelinger etter lagring
i Cortland-lgsning uten Caz-+.

Ved 0 timer lagring av egg ble ubefruktede egg vasket i de ulike ionelgsningene far befruktning.
Egg behandlet med ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ hadde
en prosentandel pa henholdsvis 85%, 67%, 87% og 70% som hadde gjennomfart celledelinger.
Ved dette lagringstidspunktet var det signifikante forskjeller mellom Cortland-lgsning og NaCl,

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

Etter 24 timer lagring av ubefruktede egg i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-
lgsning uten Caz+ var prosentandelen for andel egg som hadde gjennomfart celledelinger pa
henholdsvis 82%, 12%, 88% og 53%. Ved dette lagringstidspunktet var det signifikante
forskjeller (p < 0,05) mellom alle lagringsmediene, utenom mellom egg lagret i ovarievaeske
og Cortland-lgsning. Etter 48 timer lagring av ubefruktede egg var det de samme signifikante
forskjellene som ved 24 timer lagring. Prosentandelen som hadde gjennomfert celledelinger
etter 48 timer lagring i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ var
pa henholdsvis 88%, 7%, 77% og 32% (Figur 9).

Etter 96 timer lagring av ubefruktede egg var andel egg som hadde gjennomfart celledelinger
lav for alle tre ionelgsningene, men fremdeles hgy i ovarievaeske. Prosentandelene etter lagring
av ubefruktede egg i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Ca2+ var
pa henholdsvis 75%, 0%, 33% og 17% (Figur 9). Det var signifikante forskjeller (p < 0,001) i
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prosentandel som hadde gjennomfart celledeling mellom alle lagringsmediene, utenom mellom

Cortland-lgsningene etter lagring av ubefruktede egg i 96 timer.
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Figur 9 — Prosent egg som har gjennomgatt minst to celledelinger 24 timer etter befruktning, etter lagring i ulike
medier ved forskjellige tider. Data presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Sma bokstaver indikerer signifikant
forskjell mellom lagringsmedier innenfor et lagringstidspunkt. Store bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom
lagringstider innenfor et lagringsmedie

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

befruktet etter O timer lagring hadde hgy overlevelse etter behandling med ovarievaeske og
Cortlnad-lgsning med henholdsvis 83% og 86% overlevelse ved gastrulasjonsfasen. Etter
vasking av egg i NaCl og Cortland-lgsning uten Caz+ var overlevelsen noe lavere sammenlignet
med de to overnevnte mediene. Prosent overlevelse for egg lagret i NaCl og Cortland-lgsning
uten Caz+ var pa henholdsvis 64% og 66%. Det var 22% som skilte hgyeste (Cortland-lgsning)
og laveste (NaCl) overlevelsesprosent pa dette tidspunktet. Mellom disse to lgsningene 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 ovareivaeske, NaCl, Cortland-
lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ i 24 timer var pa henholdsvis 82%, 12%, 88% og 48%.
Ogsa ved dette tidspunktet var hgyeste overlevelsesprosent hos egg lagret i Cortland-lgsning,
og like bak var egg lagret i ovarievaeske. NaCl hadde ogsa her lavest prosent overlevelse, men
var betydelig lavere sammenlignet med overlevelsesprosenten ved O timer lagring. Det var

signifikant forskjell (p < 0,001) i overlevelse mellom egg lagret i ovarievaeske og NaCl, og
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mellom egg lagret i ovarievaeske og Cortland-lgsning uten Caz+. Det var signifikant forskjell (p
< 0,001) i overlevelse mellom egg lagret i Cortland-lgsning og NaCl, og mellom egg lagret i

Cortland-lgsning med og uten kalsium.

Etter 48 timer lagring av egg i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten
Caz+ var overlevelsen pa henholdsvis 90%, 8%, 74% og 30% (Figur 10). Egg lagret i
ovarievaeske hadde pa dette tidspunktet hgyest overlevelse. Egg som hadde veert 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 stgrre forskjeller i overlevelse. Overlevelsen hos egg
lagret i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ i 96 timer var pa
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 vert lagret i

Cortland-lgsning med og uten kalsium.

Lagring av ubefruktede egg i overievaeske hadde ingen tydelige forskjeller i overlevelse mellom
de ulike lagringstidene. Egg som hadde veert 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 veert lagret i Cortland-lgsning hadde
hay 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-lgsning. Egg
lagret i Cortland-lgsning uten Caz+ 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). Sma bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringsmedier
innenfor et lagringstidspunkt. Store bokstaver indikerer signifikant forskjell mellom lagringstider innenfor et
lagringsmedium.
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3.5 Effekter av medier pa gyerogn
Overlevelse ved gyerognstadige ble evaluert 300 degngrader etter befruktning av egg fra fisk

nr. 1-4, og 248 dggngrader etter befruktning av egg fra fisk nr. 5-8. Egg lagret i O timer hadde
relativt hegy overlevelse for alle behandlingene. Egg lagret i ovarievaeske, NaCl, Cortland-
lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ hadde en overlevelse pa henholdsvis 78%, 63%, 82% og
70% (Figur 11). Egg vasket i Cortland-lgsning hadde hgyest overlevelse, og egg vasket i NaCl

hadde lavest overlevelse ved gyerognstadiet.

Det var store forskjeller i overlevelse mellom flere av lagringsmediene etter lagring i 24 timer
(Figur 11). Overlevelsen hos egg i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning
uten Caz+ var pa henholdsvis 78%, 7%, 86% og 50%. Det var signifikante forskijeller (p < 0,05)
i overlevelse hos egg mellom alle lagringsmediene, utenom mellom egg som hadde veert lagret

i ovarievaeske og Cortland-lgsning i 24 timer.

Etter 48 timer lagring av egg i ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten
Caz+ var overlevelsen pa 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 ovarieveeske og ionelgsningene (Figur 11). Overlevelsen for egg lagret i
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ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+ var pa henholdsvis 66%,
0%, 27% og 8%. Det var ogsa signifikant forskjell (p < 0,001) i overlevelse mellom egg som

hadde vert lagret i Cortland-lgsning og NaCl i 96 timer.

Lagring av ubefruktede egg i ovarievaeske hadde liten endring i overlevelse som fglge av tid.
Etter 48 timer lagring av egg var overlevelsen noe hgyere sammenlignet med de to tidligere
lagringstidene, og etter 96 timer lagring av egg i overievaeske 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
ovarievaeske. Egg lagret i Cortland-lgsning hadde hay overlevelse fra O til 48 timer lagring av
ubefruktede egg. Etter 96 timer lagring fikk egg en betydelig lavere overlevelsesprosent. Egg
lagret i Cortland-lgsning hadde de samme signifikant forskjellene mellom lagringstidene som
for egg lagret i ovarievaeske. For egg lagret i NaCl var det en kraftig og signifikant (p < 0,001)
nedgang i overlevelse fra O 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-lgsning uten Caz+ hadde en jevn nedgang i overlevelse fra O 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).
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Figur 11 — Prosent overlevelse ved gyerognstadige hos egg etter lagring i ulike medier ved ulike lagringstider.
Data presentert som gjennomsnitt + SEM (n=8). Sma 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 undersgkt. Det var

gjennomgaende fa signifikante korrelasjoner mellom befruktningsrate og de andre stadiene i
utviklingen bade nar det gjelder medier og lagringstidspunkt (Vedlegg V1). Mellom celledeling,
gastrulasjon og gyerogn var det signifikante korrelasjoner ved nesten alle behandlingene
uavhengig lagringstid.

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

12A). Bade ovarieveeske og Cortland-lgsning hadde signifikant forskjell i
kalsiumkonsentrasjon (p < 0,05) mellom 0 og de andre lagringstidene (24-96 timer). Cortland-
lasning hadde en liten nedgang i kalsiumkonsentrasjon fra 24 til 48 timer lagring av ubefruktede
egg. Etter 48 timer lagring av ubefruktede egg i Cortland-lgsnng forble kalsiumkonsentrasjonen
uendret. Fra 24 til 96 timer lagring av ubefruktede egg i ovarievaeske var det nesten ingen
endring i kalsiumkonsentrasjon.

Bade NaCl og Cortland-lgsning uten Caz+ var kalsiumfrie lagringsmedier og begge hadde en
konsentrasjon av kalsium pa 0 mg dl-1 ved start (0 timer lagring). For begge disse kalsiumfrie
lagringsmediene var det en liten gkning i kalsiumkonsentrasjon over tid med en konsentrasjon
i omradeet 0,1-0,8 mg dl-1 (Figur 12B).
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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 ovarieveeske og Cortland-lgsning etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96

timer. B: Kalsiumkonsentrasjon i NaCl og Cortland-lgsning uten kalsium etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96
timer.
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3.8 Effekter av osmolalitet i medier
Ovarievaske var det mediet med hgyest osmolalitet, og i tillegg det mediet med starst gkning i

osmolalitet fra O til 96 timer lagring av egg (Figur 13A). Det var signifikant forskjell (p < 0,05)
i osmolalitet i ovarievaeske mellom alle lagringstidene, utenom mellom 0 og 24 timer lagring

av ubefruktede egg.

Cortland-lgsning var det medie med nest hgyest osmolalitet. Fra O til 96 timer lagring av
ubefruktede egg var det en liten gkning i osmolalitet. Cortland-lgsningen hadde en osmolalitet
pa 289 mOsm kg-1 ved O timer, og 291 mOsm kg-1 ved 96 timer lagring av ubefruktede egg.
Eneste signifikant forskjellen (p < 0,05) i osmolalitet i Cortland-lgsning var mellom 0 og 96

timer lagring av ubefruktede egg.

NaCl og Cortland-lgsning uten Caz2+ var de mediene med lavest osmolalitet. Ved O timer lagring
hadde begge mediene en osmolalitet pa 282 mOsm kg-1 ved 0 timer lagring av egg (Figur 13B).
Det var en gkning i osmolalitet i NaCl fra O 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-lgsning uten Ca2+ var det en gkning 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-lgsning uten Caz2+ uendret.
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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
ovarievaeske og Cortland-lgsning etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96 timer. B: Osmolalitetkonsentrasjon i NaCl
og Cortland-lgsning uten kaslium etter lagring av egg i 0, 24, 48 og 96 timer.
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3.9 Effekter av pHi medier
Far befruktning av egg ble pH malt i lagringsmediene ved alle lagringstidspunk (Figur 14). pH

i ovarievaske ved 0 timer lagring 1a pa 8,39. Etter lagring av ubefruktede egg i ovarieveeske
hadde pH en jevn gkning utover lagringstidene. Det var signifikante forskjeller (p < 0,05) i pH
I ovarieveeske 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 gkt, 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-lgsningene var relativt like ved alle
lagringstidspunktene. Ved 0 timer var pH i Cortland-lgsning 8,45, og pH i Cortland-lgsning
uten Caz2+ 8,52. | Cortland-lgsning var det signifikant forskjell (p < 0,05) i pH mellom 24 og 96
timer lagring av ubefruktede egg. | Cortland-lgsning uten Caz+ var det signifikant forskjell (p <

0,05) mellom 0 og 96 timer, og mellom 24 og 96 timer lagring av ubefruktede egg.
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Figur 14 — pHi lagringsmediene ved ulike lagringstidspunkt. Data presentert i gjennomsnitt # SEM (n=8). Sma
bokstaver indikerer signifikante forskjeller mellom lagringstidene innenfor et lagringsmedium.

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

og overlevelse ved gastrulasjon og gyerogn sa ut.
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Figur 15 — Bilder fra evaluering av befruktningsrate og celledeling 24 timer etter befruktning. A: Egg lagret i
ovarievaeske i 24 timer; 8 celler (1 = celler/blastomer, 2 = lipiddraper, 3 = plommemasse, 4 = chorion). B: Egg
lagret i Cortland-lgsning 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.
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Figur 16 — Dannelse av ryggstreng hos embryo under gastrulasjonsfasen. A: Egg fra Fisk 6 vasket i Cortland-
lgsning fer befruktning etter O timer lagring. Tydelig dannelse av ryggstreng; 3/4 epiboly (1 = hode/hjerne,

2 =ryggstreng, 3 = germ ring). B: Egg fra Fisk 5 lagret i ovarieveeske i 24 timer fagr befruktning. Tydelig dannelse
av ryggstreng; epiboly neermer 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 dgdt. Foto: Camilla Valan Moen.
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Figur 17 — @yerognstadige ved 300 deggngrader. A: Egg fra Fisk 1 lagret i Cortland-lgsning i 24 timer far
befruktning (1 = vitellin plexus, 2 = pigmentert gye, 3 = hjertet). B: Egg fra Fisk 1 vasket i Cortland-lgsning far
befruktning etter O timer lagring (1 = pigmentert gye, 2 = hjerne, 3 = dorsal aorta). C: Egg med ovarievaeske fra
Fisk 5 befruktet etter O timer lagring. Utvikling av egget har stoppet opp og egget er dgdt. Foto: Camilla Valan
Moen.

Figur 18 — @yerognstadiet ved 248 dggngrader. Egg fra Fisk 6 lagret i Cortland-lgsning i 48 timer.
(1 = vitellin plexus, 2 = begynnelse pa pigmenterte gyne). Foto: Camilla Valan Moen.
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4 Diskusjon

I kommersiell produksjon av laks er det viktig & vurdere egg-batchene sin levedyktighet. Ved
a evaluere ulike indikatorer for eggkvalitet er det mulig a si noe om utviklingspotensialet til de
ulike batchene. Evalueringer av eggkvalitet gjeres i tidlige stadier i utviklingen for & unnga a
kaste bort verdifulle ressurser pa en gruppe som har darlig potensiale (Pavlov et al., 2004). For
a estimere eggkvaliteten gjennom overvakning av utviklingssuksess, er det viktig & ha gode
markarer for eggkvalitet som pa en forutsigbar mate kan si noe om utviklingspotensialet (Bobe,
2015). Befruktningsrate og overlevelse til gyerogn er indikatorer for eggkvalitet som kan bli

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

| dette forsgket ble egg befruktet med melke som var behandlet pa forskjellige mater, inkludert
bruk av fersk melke. VVed befruktning av egg fra fisk nr. 5-8 var det ikke ordiner 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 kjglig over natt i et kommersielt
lagringsmedium med ukjent sammensetning. | gonadene er spermier oppbevart i immobil form
(Kinsey et al., 2007). Nar spermier vandrer gjennom gonadene under gyting oppstar det en
endring i pH som gir spermier potensialet for anskaffelse av bevegelighet (Bobe & Labbé,
2010). Lagringsmediet som kvernede gonader ble oppbevart i fgr bruk skulle gi en tilsvarende
pH-endring som den som oppstar naturlig i gonadene nar hannfisken modner (pers. kom. Ggran
Roland, SalMar Genetisc AS). Melke behandlet pa denne maten gir normalt ingen begrensning
I befruktning (pers. Kom. Ggran Roland, SalMar Genetics As). Spermiers aktivitet kan enkelt
sjekkes i mikroskop og andel bevegelige spermier, samt svemmehastighet- og menster, etter
aktivering kan benyttes som indikatorer pa spermieaktivitet (Bobe & Labbé, 2010). | 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
a gke dosen melke ved befruktning for & sikre oss at eggene ble befruktet. Ved befruktning av
egqg fra fisk nr. 5-8 etter lagring i 24 timer ble det glemt & undersgke spermieaktiviteten, men
ingen av resultatene tyder pa at det var darlig spermiekvalitet malt som befruktningsrate.
Mengden melke brukt ved befruktning er ogsa a anse som i overskudd, tilsvarende minimum
det dobbelte av det som var ngdvendig for a fa full befruktning (pers. kom. Helge Tveiten). Det
var ingenting som tydet pa at de forskjellige behandlingsmatene av melke hadde noen

pavirkning pa befruktning av egg.
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Befruktningsrate er en av parameterne som ble benyttet for vurdering av eggkvalitet. | dette
forsgket ble befruktningsrate brukt som mal for andel aktiverte egg. Egg aktiveres imidlertid i
kontakt med vann (Rosengrave et al., 2008) og kan gjennomga en rekke steg i utviklingen for
det stopper opp (Lee et al., 1999). For & evaluere eggets faktiske utviklingspotensiale er det
derfor viktig & undersgke hvor stor andel av eggene som faktisk initerer celledeling. Evaluering
av befruktningsrate ble gjort ca. 24 timer etter befruktning. Hastigheten pa
embryonalutviklingen hos fisk er temperaturavhengig (Velsen, 1980). Nar vanntemperaturen
er 8°C skal et befruktet lakseegg ha gjennomgatt minst to celledelinger 24 timer etter
befruktning (Vedlegg I). Befrukntingsrate bgr dermed heller angi andel egg med blastodisk som
som har gjennomgatt celledeling, og ikke bare andel aktiverte egg. En slik tilnerming er i
overensstemmelse med resultatene i dette forsgket der det ble funnet svert fa korrelasjoner
mellom befruktningsrate og videre utviklingspotensialet. Det var derimot signifikante
korrelasjoner mellom andel som hadde gjennomgatt minst to celledelinger og overlevelse ved
gastrulasjon og gyerognstadiet. Andel overlevelse til gyerogn er en sikker indikator for
eggkvalitet (Pavlov et al., 2009), da et egg som har nadd dette stadiet er robust og taler mye
(Jensen & Alderdice, 1989). Et beruktet egg nar gyerognstadiet rundt 250 degngrader etter
befruktning (Velsen, 1980). | kommersiell stamfisk-produksjon av Atlantisk laks blir eggene
ved dette stadiet shocket. Shocking av egg er en prosess som gjar at de ubefruktede eggene blir

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

| dette forsgket ble ubefruktede egg fra Atlantisk laks lagret i O, 24, 48 og 96 timer i
ovarievaeske, NaCl, Cortland-lgsning og Cortland-lgsning uten Caz+. Egg ble lagret i kjgleskap
med en temperatur pa 4 + 1°C. For lagring av ubefruktede egg bestemte vi oss for a benytte
firkantete 300 ml flasker. | disse flaskene 1a 250 egg fordelt pa 2-3 lag. Komrakova & Holtz
(2011) viste at egg fra Regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) som & lagret i dekkete
polyetylenposer hadde lavere befruktningsevne da egg la i fire lag kontra to lag. Under svelling
gker eggets vekt med omtrent 20%, og hvis det blir for mange lag med egg kan det resultere i
at de nedre lagene der pga. presset fra de gvre lagene (Leitritz & Lewis, 1980). Ved lagring av
ubefruktede egg i kjaleskap ved denne temperaturen var det ingen stor forskijell i temperatur pa
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 hgyere temperaturer.
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Overlevelse ved gyerognstadiet etter lagring av ubefruktede egg i ovarievaeske hadde i dette
forsgket et jevnt over bra resultat (Figur 11). Det var kun signifikant forskjell mellom 48 og 96
timer lagring av egg i ovarievaeske pga. at ved 48 timer var det hgyest overlevelse. Lagring av
ubefruktede egg i ovarievaske ble som forventet hgy da tidligere studier har vist at ubefruktede
egg kan lagres i overievaske i flere dager uten & miste befruktningsevnen (Jensen & Alderdice,
1984; Withler & Morley, 1968). | vart forsgk hadde ovarieveesken en liten, men signifikant
gkning i osmolalitet (Figur 14). En slik gkning kan skyldes fordamping, men det kan ogsa bety
at egg har frigjort ioner eller andre substanser. Ovarieveeske inneholder mye proteiner
(Zadmajid et al., 2019), og en degradering av disse kan skyldes en stgrre gkning i osmolalitet i
dette lagringsmediet. Fra O til 96 timer lagring av ubefruktede egg i ovarieveeske gkte
osmolalitet med 1,7%. Osmolalitet i ovarievaeske hos laksefisk ligger naturlig i omradet 252-
290 mOsm kg-1 (Lahnsteiner et al., 1995), og det var dermed ingen grunn til a tro at osmolalitet

har pavirket eggkvalitet.

I kommersiell stamfisk-produksjon benyttes hovedsakelig fysiologisk saltlgsning (0,9% NaCl)
for a vaske ovarievaske bort fra egg, da den kan inneholde smittsomme agens som kan bli med
en spermie inn i egget under befruktning (Rimstad et al., 2011). Hovedarsaken til at NaCl ble
brukt som et lagringsmedium var for a undersgke hvilken effekt vasking av ubefruktede egg i
dette mediet pavirket embryonalutviklingen, sammenlignet med vasking av ubefruktede egg i
andre ionelgsninger: Cortland-lgsning med og uten kalsium. Erdahl et al. (1987) har vist at
ubefruktede egg lagret i 5-10 minutter i fysiologisk saltlasning ikke mistet befruktningsevnen.
Resultater av vaskeprosessen i dette forsgket viste en hgy befruktningsrate, og en litt lavere
overlevelse ved gyerognstadiet — men fremdeles relativt hgy overlevelses prosent. Ved
evaluering av overlevelse etter vaskeprosessen var det egg vasket i Cortland-lgsning som hadde
hagyest overlevelse, og skilte seg fra NaCl og Cortland-lgsning uten Caz+ med rundt 20%. Etter
24 timer lagring av ubefruktede egg i1 NaCl var det en kraftig nedgang i overlevelse ved
gyerognstadiet. NaCl hadde en pH pa rundt 7,5 som var langt lavere enn pH observert i
ovarievaske hos laksefisk (Lahnsteiner et al., 1995). Aegerter & Jalabert (2004) sier at de fleste
egg med darlig kvalitet blir assosiert med der pH ovarievaeske har vert pa under 8. Denne
forskjellen i pH mellom NaCl og de andre lagringsmediene er en faktor som ser ut til & ha

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

Cortland-lgsning er et medium som er basert pa bestanddeler av serum fra ferskvanns-teleoster
(Wolf & Quimby, 1969). Cortland-lgsning inneholder de samme ionene som i ovarieveeske

(Zadmajid et al., 2019), men mangler blant annet ovarievaskeproteiner. Goetz & Coffman
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(2000) benyttet Cortland-lgsning med Hepes-buffer som et lagringsmedium for ubefruktede
egg, og viste at egg beholdte sin befruktningsevne og embryonalutviklingen forble upavirket
etter lagring i opp til 48 timer. | tillegg viste de at proteiner i ovarievaesken ikke var ngdvendig
for & opprettholde befruktningsevnen til egg etter lagring i opp til flere dager i Cortland-lgsning.
Resultater fra vart forsgk beviste ogsa at ubefruktede egg kunne lagres i Cortland-lgsning i opp
til 48 timer og fremdeles beholde befruktningsevnen. Goetz & Coffman (2000) antar at lagring
av ubefruktede egg i Cortland-lgsning lengre enn 48 timer er mulig siden deres medium
inneholder antibiotika. Antibiotika har vist & ha en forbedrende levedyktighet pa lagrede egg,
siden en bakteriell infeksjon kan vare en begrensende faktor for lagring av ubefruktede egg i
ovarievaeske (Jensen & Alderdice, 1984). | vart tilfelle ble det ikke benyttet antibiotika i
ionelgsningene, da ionelgsningene ble laget med milliQ-vann (ionefritt/dH20). Overlevelse ved
gyerognstadiet 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-lgsning hadde
en gjennomsnittlig overlevelsesprosent pa 27% ved gyerognstadiet, og var betydelig lavere
sammenlignet med overlevelsesprosentene ved de tidligere lagringstidspunktene. | hovedsak er
eggkvalitet knyttet til maternale faktorer (Brooks et al., 1997), og dermed var det ngdvendig
for oss & benytte egg fra flere fisk. | dette forsgket ble det observert relativt store variasjoner i
overlevelse ved gyerognstadiet mellom egg fra de ulike hunnfiskene innenfor samme
behandling. For egg lagret i Cortland-lgsning var det en lavere overlevelse allerede ved 48 timer
sammenlignet med egg fra de andre fiskene. Inkuberingsforhold er ogsa en faktor som kan
pavirke eggkvalitet (Brooks et al., 1997). Arbeid med tining av rer farte til at vannforsyningen
inn i skuffene i klekkeskapet gikk ned pga. urenheter/grums. Arbeid med tining av rar ble gjort
pa det tidspunktet vi evaluerte overlevelse ved gastrulasjon. Siden det var korrelasjoner mellom
egg som hadde gjennomgatt celledeling og overlevelse ved gastrulasjon for alle mediene, var
det ingen tegn pa at denne kortvarige perioden der vannet var gromsete hadde negativ

pavirkning pa embryonalutviklingen.

Cortland-lgsning uten kalsium (Caz+) ble brukt som lagringsmedium i all hovedsak for a se
hvilken betydning kalsium ville ha pa embryonalutvikling hos egg fra Atlantisk laks. Kalsium
er et viktig ion nar det kommer til befruktning av egg (Lee et al., 1999). Far forsgket vart var
en av hypotesene at manglende kalsium i medier kunne ha effekter pa svellegrad, spesielt i
forhold til lagringstid. Svellegrad er ogsa en parameter hvor eggkvalitet kan evalueres
(Lahnsteiner & Patzner, 2002). Eggets svellegrad er knyttet til cortikal reaksjonen. Egg fra
Regnbuegrret med hgy kvalitet hadde et hgyere vannopptak pga. fullstendig frigjering av
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innholdet i alveolene til det perivitelline rommet (Samarin et al., 2015). Nar et egg aktiveres
skjer det en rask gkning i konsentrasjon av intracelluleert kalsium, som er med pa a sette i gang
cortikal reaksjon (Murata, 2003). Egg aktiveres av penetrering av spermie, men egg kan ogsa
aktiveres i fraveer av spemier (Lee et al., 1999) — da egg aktiveres i direkte kontakt med vann
(Rosengrave et al., 2008). Selv om overlevelse ved syrerognstadiet ble redusert utover
lagringstidene, ble egg lagret i kalsiumfrie medier likevel aktivert og svelte. Lagring av
ubefruktede egg i NaCl og Cortland-lgsning uten Cax+ over tid ferte til gkning i
kalsiumkonsentrasjon i disse mediene (Figur 13). Denne gkningen av kalsium tyder pa at det

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

I ovarievaeske og Cortland-lgsning skjer det motsatte. Konsentrasjonen av kalsium i disse to
lagringsmediene gar ned, til tross for en gkning i osmolalitet. Kalsiumkonsentrasjonen i
ovarievaeske er lavere sammenlignet med Cortland-lgsning. Kalsiumkonsentrasjonen i
ovarievaske flater ut etter 24 timer, mens for Cortland-lgsning flater kalsiumkonsentrasjonen
ut etter 48 timer lagring av ubefruktede egg. Disse utflatingene etter endring |
kalsiumkonsentrasjoner kan spekuleres i at kalsium i egget er i et likevektsforhold med kalsium

i det omgivende mediet.

@kningen i osmolaliltet i NaCl og Cortland-lgsning uten Ca2+ kan ha sammenheng med
utskillelsen av kalsium fra eggene. Osmolalitet er en faktor som kan pavirke eggkvaliteten. Lav
osmolalitet og lav pH i ovarievaske kan fare til lav befruktningsevne hos egg (Zadmajid et al.,
2019). | Cortland-lgsning uten Caz+ var ikke lav pH et tilfelle da pH pa forhand var justert til
8,52, og var lik pH i ovarieveeske hos laksefisk (Lahnsteiner et al., 1995). Forskjellen i
osmolalitet mellom Cortland-lgsning med og uten kalsium skyldes at det ikke ble kompensert
med NaCl for fraveeret av kalsium. Selv om osmolalitet og fraveeret av kalsium er likt for NaCl
og Cortland-lgsning uten Caz+, sa skilte Cortland-lgsning uten Caz+ seg fra NaCl med en hgyere
overlevelsesprosent over tid. Om disse forskjellene i overlevelse skyldes hgyere pH og/eller

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

Forsgket har vist at ubefruktede egg fra Atlantisk laks kan lagres i ovarievaske i opp til 96
timer uten & miste befruktningsevnen. Ubefruktede egg lagret i Cortland-lgsning kunne lagres

i opp til 48 timer uten & miste befruktningsevnen.

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

gastrulasjon og gyerogn. Celledeling ved dette stadiet

Vask og lagring av egg i de ulike ionelgsningene viste at bortfall av kalsium i lagringsmediet
hadde negativ effekt pa embryonalutviklingen. Effekter av evt. andre spesifikke ioner, pH og
osmolalitet kan ogsa veere faktorer som har pavirket eggkvalitet og utviklingspotensial under
lagring.

Selv om det ikke var mulig i dette forsgket, ville en undersgkelse av sammensetningen av
lagringsmediene med hensyn pa ionesammensetning, proteiner og andre biomolekyler etter

lagring av ubefruktede egg veere interessant.
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Reagens Konsentrasjon/innhold
Aqui-S
Buffodin
Eddiksyre 5% glacial eddiksyre i 0,9% NaCl
Etanol 70%: EtOH (100%) fortynnet med
milliQ-vann
Cortland-lgsning NaCl: 36,26 g
KCI: 1,90 ¢
MgSOa4: 0,60 g
CaCl2: 1,66 g

Glukose: 5,38 g
Hepes: 25,05 g

milliQ-vann: 5 liter

Cortland-lgsning uten Caz+ NaCl: 36,26 g
KCI: 1,90 g
MgSOa4: 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 Pharmaqg
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DICA010.pdf

QuantiChrom™ Calcium Assay Kit (DICA-500)

DESCRIPTION

CALCIUM is measured to monitor diseases of the bone or calcium
regulation disorders. Increased calcium levels in serum are reported in
hyperparathyroidism, metastatic bone lesions and hypervitaminosis,
while decreased levels are observed in hypoparathyroidism, nephrosis,
rickets, steatorrhea, nephritis and calcium-losing syndromes. Urinary
calcium levels aid the clinician in understanding how the kidneys handle
calcium in certain diseases of the parathyroid gland. Urinary calcium
levels are also essential in the medical evaluation of kidney stones.
Simple, direct and automation-ready procedures for measuring calcium
concentration in biological samples are becoming popular in Research
and Drug Discovery. BioAssay Systems' calcium assay kit is designed to
measure calcium directly in biological samples without any pretreatment.
A phenolsulphonephthalein dye in the kit forms a very stable blue
colored complex specifically with free calcium. The intensity of the color,
measured at 612 nm, is directly proportional to the calcium concentration
in the sample. The optimized formulation minimizes any interference by
substances such as magnesium, lipid, protein and bilirubin.

KEY FEATURES

Sensitive and accurate. Use as little as 5 uL samples. Linear detection
range 0.08 mg/dL (20uM) to 20 mg/dL (5mM) Ca® in 96-well plate assay.
Simple and high-throughput. The procedure involves addition of a
single working reagent and incubation for 3 min. Can be readily automated
as a high-throughput assay for thousands of samples per day.

Improved reagent stability and versatility. The optimized formulation has
greatly enhanced reagent and signal stability. Cuvet or 96-well plate assay.
Low interference in biological samples. No pretreatments are needed.
Assays can be directly performed on raw biological samples i.e., in the
presence of lipid, protein and minerals such as magnesium, iron and zinc.

APPLICATIONS

Direct Assays: Ca*" in blood, urine, saliva etc.

Drug Discovery/Pharmacology: effects of drugs on calcium metabolism.
Food and Beverages: calcium determination.

Environment: calcium determination in water and soil.

KIT CONTENTS (500 tests in 96-well plates)

Reagent A: 50 mL Reagent B: 50mL Calcium Standard: 1 mL 20 mg/dL Ca*
Storage conditions. The kit is shipped at room temperature. Store
Reagent and Standard at 4°C. Shelf life: 12 months after receipt.
Precautions: reagents are for research use only. Normal precautions for
laboratory reagents should be exercised while using the reagents.
Please refer to Material Safety Data Sheet for detailed information.

PROCEDURES

Matrix in certain samples (e.g. whole blood) may interfere with the assay.
For internal standard protocols, please see "Product FAQ" for this
product at www.bioassaysys.com.

Procedure using 96-well plate:

1. Dilute standards as follows. Transfer 5 uL diluted standards and

samples into wells of a clear bottom 96-well plate. Store diluted
standards at 4°C for future use.

No STD + H,0 Vol (uL) Ca (mg/dL)
1 100uL +  OuL 100 20
2 80uL + 20uL 100 16
3 60uL + 40uL 100 12
4 40uL + 60uL 100 8
5 30uL + 70ul 100 6
6 20uL + 80uL 100 4
7 10ul + 90uL 100 2
8 OuL + 100uL 100 0

2. Prepare enough working reagent by combining equal volumes of
Reagent A and B. Add 200 uL working reagent and tap lightly to mix.

3. Incubate 3 min at room temperature and read optical density at 570-
650nm (peak absorbance at 612nm).

Procedure using cuvette:

1. Set up test tubes for diluted standards and Samples. Transfer 15
pL diluted Standards and samples to appropriately labeled tubes.

2. Add 1000 pL working reagent and vortex to mix. Incubate 3 min.
Transfer to cuvet and read optical density at 612nm.

CALCULATION
Subtract blank OD gwater, #8) from the standard OD values and plot
the OD against Ca™ standard concentrations. Determine the slope
using linear regression fitting. Calcium concentration of the sample
is calculated as
ODsampLe — ODsLank

= 7&0‘_]9 (mg/dL)
ODsampLe and ODsLank are ODgiznm values of sample and sample
blank (water or buffer in which the sample was diluted).
Conversions: 1 mg/dL Ca** equals 250 uM, 0.001% or 10 ppm.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED

Pipeting devices and accessories (e.g. 5 pL).

Procedure using 96-well plate:

Clear bottom 96-well plates (e.g. Corning Costar) and plate reader.
Procedure using cuvette:

Cuvets and Spectrophotometer for measuring ODg12nm.

GENERAL CONSIDERATIONS
EDTA and other Ca®* chelators interfere with this assay. This assay
can not be applied to plasma samples obtained with EDTA.

EXAMPLES

Samples were assayed in duplicate using the 96-well plate protocol.
The Ca*" values (mg/dL) were 8.5 + 0.4 (rat serum), 6.5 + 0.3
(human serum), 7.6 + 0.1 (goat serum), 11.1 + 1.0 (Invitrogen fetal
bovine serum), 2.5 + 0.4 (fresh human urine), 41.3 + 0.5 (Kirkland
2% reduced fat milk), 5.0 + 0.0 (tap water, Hayward, CA), 0.86 +
0.07 (tap water, San Bruno, CA), 1.8 + 0.1 (Crystal Geyser natural
alpine spring water), 2.3 + 0.1 (Coca-cola® classic coke), 0.04 +
0.01 (Lipton Lemon iced tea), 0.52 + 0.07 (soil extract. 5.6 g of
Hayward, CA soil was extracted with 10 mL MilliQ water. The
supernatant was centrifuged to remove any insoluble particles.
Clear supernatant was assayed).

0.8+ Calcium
E 06 Standard Curve in
b 96-well plate assay
g o4

R?=0.997
0.2
0.0 T T T T
0 5 10 15 20
Ca?*, mg/dL
PUBLICATIONS

1. Carmela, T.M. et al. (2007). Bactericidal action of daptomycin
against stationary-phase and nondividing staphylococcus aureus
cells. Antibacterial Agents and Chemotherapy 51 (12): 4255-4260.

2. Hernandez, L. (2007). The antiproliferative role of ERG K+
channels in rat osteoblastic cells. Cell Biochem Biophys 47:199—
208.

3. Meggan, E. et al. (2007). Vitamin D receptor-dependent Inhibition
of mammary tumor growth by EB1089 and ultraviolet radiation in
vivo. Endocrinology 148(10):4887-4894.
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Vedlegg VI

Tabell 1 - Befruktningsrate og celledeling

Ovarievaeske NacCl Cortland- Cortland-
Igsning lpsning u/ Ca®*
r p- r p- r p- r p-
verdi verdi verdi 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
Ovarievaeske NaCl Cortland- Cortland-
Igsning lgsning u/ Ca?*
r p- r p- r p- r p-
verdi verdi verdi 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 gyerogn
Ovarievaeske Nadcl Cortland- Cortland-
Igsning Igsning u/ Ca%*
r p- r p- r p- r p-
verdi verdi verdi 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

Ovarievaeske NaCl Cortland- Cortland-
Igsning lgsning u/ Ca®*
r p- r p- r p- r p-
verdi verdi verdi verdi

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 gyerogn

Ovarievaeske Nadcl Cortland- Cortland-
Igsning Ipsning u/ Ca%*
r p- r p- r p- r p-
verdi verdi verdi 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 gyerogn
Ovarievaeske Nadcl Cortland- Cortland-
Igsning Igsning u/ Ca%*
r p- r p- r p- r p-
verdi verdi verdi 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
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