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Sammendrag

(Okende daglengde om viren stimulerer utvikling av sjovannstoleranse hos anadrom roye.
Kortisol og veksthormon (GH) er to nokkelhormoner i den endokrine stimuleringen av
hypoosmoregulatorisk kapasitet, og de to hormonene er vist a ha en synergistisk effekt pa
stimulering, rekruttering og differensiering av kloridceller av sjovannstypen med assosierte
transportproteiner og enzymer. Vi har i denne studien vist at bade anadrom (Hammerfeststamme)
og ikke-anadrom (Altevannsstamme) roye utvikler en forbedret sjovannstoleranse etter
implantering av kortisol (31 pg - g), og at denne effekten forsterkes dersom kortisol
administreres sammen med GH (11 pg - g"). Sjovannstester 14 og 28 dager etter
hormonimplantering avdekket en signifikant forbedret hypoosmoregulatorisk kapasitet i form av
lavere plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon hos gruppene som hadde fatt implantert
kortisol og GH+kortisol samtidig. Hormonimplantering har ikke gitt en tilsvarende markert
stimulering av Na',K"-ATPase-aktivitet og mengde Na',K",2CI -kotransporter, men analysene
viser en generell, signifikant effekt av hormonbehandlingen. Behandlingen har gitt en tilnermet
like god forbedring av sjovannstoleransen hos begge stammene, men Altevannsroya har vist en
signifikant darligere sjovannstoleranse bade for og etter hormonbehandling sammenliknet med
fisk fra Hammerfeststammen. Dette gjenspeiles ogsa i analysene av Na",K'-ATPase-aktivitet og
mengde Na',K",2Cl -kotransporter. Studien viser for forste gang at ikke-anadrom, “landlocked”
roye utvikler en forbedret sjovannstoleranse dersom den far et adekvat endokrint stimuli og
konkluderer med at manglende sjovannstoleranse hos ikke-anadrom reye i tidligere studier
skyldes at det hypoosmoregulatoriske apparat ikke er stimulert. Studien gir ikke svar pa hvorfor

Altevannsreya har en darligere sjovannstoleranse enn Hammerfestroye.

Nokkelord
Salvelinus alpinus, ikke-anadrom, sjevannstoleranse, GH, kortisol, Na",K"-ATPase, Na",K",2CI -

kotransportor
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Innledning

Roye, Salvelinus alpinus

Roya har den nordligste utbredelsen blant laksefiskene, og er ogsa den nordligst levende av alle
ferskvannslevende fiskearter. Roya har en sirkumpolar utbredelse bestiende av bade anadrome og
residente, ikke-anadrome populasjoner (Johnson 1980, Klemetsen et al 2003). Roya antas ikke 4
ha noen nordlig utbredelsesgrense, verken som anadrome eller ikke-anadrome livsformer, og
leveomradene kjennetegnes ved lave temperaturer og store drstidsvariasjoner i forhold til
vanntemperaturer, daglengde og naringstilgang (Johnson 1980). Typiske habitat for roye er
oligotrofe eller ultraoligotrofe vassdrag (Klemetsen et al. 2003), og det er estimert at det totalt
eksisterer rundt 50 000 bestander av roye. Av disse finner vi rundt 30 000 i Norge (Maitland
1995). Utbredelsesomradet har ogsa vart noye sammenfallende med isdekket under den siste istid
(Johnson 1980; Klemetsen et al. 2003), og man antar at roya har eksistert over hele dette omradet
etter nedsmeltingen av isen. Sannsynligvis har okte temperaturer, eutrofiering av vassdrag og
konkurranse fra andre arter fort til at roya ikke lenger eksisterer i de sorlige delene av dette

omradet (Klemetsen et al. 2003).

Anadrome populasjoner finnes hovedsakelig i den nordlige delen av utbredelsesomradet, mens
man i sor utelukkende finner residente, ikke-anadrome bestander av roye. Det antas at okte
temperaturer i de sorlige omradene har fort til at anadromi som livsstrategi har blitt forlatt, og 1
Norge gar denne grensen i Nordland fylke ved ca 65° N (Johnson 1980). Royebestandene lengst
sor 1 Europa er lokalisert 1 hoyereliggende fjellvann og bestar utelukkende av ikke-anadrome

populasjoner (Johnson 1980).

Et sxrtrekk for roye er de anadrome bestandenes arlige, relativt kortvarige beitevandringer ut i
sjoen om sommeren (Johnson 1980; Gross et al. 1988). Bade umodne og kjennsmodne individer
vandrer ut, og disse beitevandringen har gjerne en varighet pa 1-2 maneder i Nord-Norge (Berg
& Berg 1993). Darlig neringstilgang og lave vanntemperaturer under overvintringene i ferskvann
har medfert at den anadrome roya har utviklet en livsstrategi der neringsinntaket i stor grad
begrenser seg til disse beitevandringene sommerstid (Klemetsen et al. 2003). Enkelte individer
kan doble kroppsvekten 1 lopet av en slik beitevandring (Jorgensen et al. 1997). Studier fra Senja i
Nordland har vist at utvandringen starter i tiden rundt islesning, og individer som har
gjennomfort tidligere sjovandringer gar ut forst. Hovedtyngden av fisken vandrer ut i perioden
fra tidlig mai til midten av juni, og tilbakevadringen finner hovedsakelig sted i lopet av juli (Berg

& Berg 1989).



Generelt om Parr-smolt transformasjon hos laksefisk

De anadrome laksefiskene tilbringer en viss tid i ferskvann for fisken vandrer ut 1 havet. I forkant
av dette endrer fisken karakter fra en stasjonzr, bunnlevende og kamuflasjefarget parr til en
solvfarget, stromlinjeformet og pelagisk levende szo/t (Hoar 1988). Parr-smolt transformasjonen,
ofte omtalt smoltifisering, involverer bade morfologiske, fysiologiske og atferdsmessige
endringer. Parr-smolt transformasjonen regnes ogsa for a vaere preadaptiv, noe som innebzrer at
disse prosessene sa og si er gjennomfort for selve utvandringen til havet for 4 sette fisken 1 stand

til a leve og vokse 1 et marint miljo (Boeuf 1993).

Fysiologisk innebarer overgangen fra ferskvann til sjgvann en omveltning i forhold til osmo- og
ioneregulering, og utvikling av sjovannstoleranse representerer i sa mate en markert og helt
avgjorende fysiologisk adapsjon. Hos fisk som lever i ferskvann er kroppsvaskene hyperosmotisk
1 forhold til omgivelsene, og fisken ma derfor kompensere for osmotisk drevet innfluks av vann,
samtidig som fisken taper salter til omgivelsene over gjellene. Dette reguleres blant annet
gjennom en betydelig produksjon av sterkt fortynnet urin, konservering av elektrolytter og et
aktivt opptak av ioner over gjeller og tarm (Hoar 1988; Marshall & Grosell 20006). I sjoen er
fisken derimot hypoosmotisk sammenliknet med omgivelsene, og dette medforer at fisken passivt
dehydreres da elektrolyttkonsentrasjonen i kroppsvaskene bare holder rundt en tredjedel av
konsentrasjonen 1 sjovannet (Hoar 1988; Marshall & Grosell 20006). For 4 kompensere for dette
drikker fisken sjovann. I tarmen foregar et aktivt opptak av NaCl slik at vannmolekylene kan
absorberes over tarmveggen, hvorpa de absorberte saltmolekylene skilles ut ved hjelp av aktiv
transport over gjellene (Na*, CI') og nyrene (Mg**, Ca**, SO,”) (Hoar 1988; Evans et al. 2005;
Marshall & Grosell 2000).

Utvikling av sjevannstoleranse inkluderer differensiering og utvikling av osmoregulatoriske
organer som gjeller, tarm, nyre og urinblaere (Hoar 1988). Gijellene er det viktigste organet for
béade det aktive opptaket av ioner i ferskvann, og for den aktive utskillelsen av NaCl 1 sjovann
(Evans et al. 2005; Marshall & Grosell 2000). Gjellenes kloridceller har en sentral rolle 1 forhold
til ekskresjon av NaCl i sjovann, og kloridcellene oker i bade storrelse og antall under
smoltifiseringen (Hoar 1988; McCormick 2001; Evans et al. 2005). I kloridcellene spiller enzymet
Na",K"-ATPase en nokkelrolle i sekresjonen av NaCl ,da den bidrar til 4 opprettholde Na'- og
K"-gradientene over den basolaterale membranen. Disse gradientene driver den aktive
transporten av ioner ut over gjellemembranen, og ATPase-aktivitet er et mye brukt mal pa

utvikling av hypoosmoregulatorisk kapasitet hos laksefisk (McCormick 2001; Evans et al. 2005;



Marshall & Grosell 20006). I den etter hvert etablerte modellen av sjovannskloridcellen driver
natriumgradienten transporten av natrium, kalium og to kloridioner inn 1 cellen via det
basolaterale transportenzymet Na",K*,2Cl kotransporter. Kloridionene skilles ut fra kloridcellen
gjennom en apikal kloridkanal, mens natriumionene pumpes tilbake og blir drevet ned den
elektrokjemiske gradienten og ut gjennom ”leaky junctions” mellom kloridcellene og nabocellene

(accessory cells) (McCormick 2001; Evans et al. 2005; Marshall & Grosell 20006).

Men ogsa andre osmoregulatorisk aktive organer og vev utvikles og differensieres under
smoltifiseringen. Transportkapasitet for opptak av ioner og vann over tarmen oker og legger til
rette for drikking av sjovann (Hoar 1988; Nielsen et al. 1999). I nyrene senkes filtrasjonsraten og

reabsorpsjonen av vann gker, slik at vanntap over nyrene reduseres til et minimum (Hoar 1988).

Endokrin kontroll

Tidsrommet for parr-smolt transformasjonen er sveart forutsigart (Hoar 1988). Den endokrine
reguleringen og igangsettingen av parr-smolt transformasjonen synes a vare styrt av en arlig
(cirkannual), endogene rytme (Eriksson & Lundqvist 1982; Duston & Saunders 1990; Clarke &
Hirano 1995). Studier har videre vist at denne rytmen hos laksefisk i hovedsak er fasejustert/
“entrained” av den drlige variasjonen i fotoperiode (daglengde) (Duston & Saunders 1990; Clarke
& Hirano 1995). Okt daglengde om varen er den viktigste ytre faktoren som styrer igangsetting
av smoltifiseringen; den blir derfor kalt en ”zeitgeber” (McCormick et al. 1998). Det antas at
informasjon om fotoperiode medieres gjennom endringer i utskillelsen av melatonin fra
pinealkjertelen (Hoar 1988; Boeuf & Falcon 2001). Vanntemperatur pavirker ogsa
smoltifiseringsprosessen, og okt temperatur vil fore til en hurtigere smoltutvikling. Temperatur

antas derimot ikke 4 vare en geifgeberi seg selv (McCormick et al. 2002).

Den endokrine kontrollen og igangsettingen av parr-smolt transformasjonen er intrikat, og
involverer en rekke hormoner. GH og kortisol anses for a vare de viktigste hormonene i
utviklingen av sjovannstoleranse hos laksefisk, og plasmakonsentrasjonene av begge hormonene
oker 1 forkant av, og under, parr-smolt transformasjonen (Hoar 1988; McCormick 1996;
Bjornsson et al. 2002). GH og kortisol har dessuten vist seg 4 ha en synergistisk effekt i forhold
til utvikling hypoosmoregulatorisk kapasitet, antall og sterrelse av kloridcellene, samt ATPase-
aktiviteten og mengde Na',K",2Cl -kotransportorer i gjellene hos laksefisk (f. eks. Madsen 1990;
McCormick 1996; Shrimpton & McCormick 1998; McCormick 2001; Pelis & McCormick 2001).

En antatt mekanisme bak denne additive effekten er at GH oppregulerer kortisolreseptorene i



gjellene og dermed oker gjellenes sensitivitet for kortisol (Shrimpton et al. 1995; Shrimpton &
McCormick 1998).

Tyroksin (TH) har ogsa en nekkelrolle i parr-smolt transformasjonen, blant annet i forhold til
solvfarging, migrasjon, okt aktivitetsniva, vekst og metabolisme (Hoar 1988). Studier pa
stillehavslaks (Oncorhynchus kisuteh) har vist at okte nivaer av TH er assosiert med utvikling av
sjovannspreferanse hos laksefisk, samt endret atferd og okt svemmeaktivitet (Hoar 1988; Iwata et
al. 1990). Administrering av TH i Stillehavlaks har gitt en okt sjovannspreferanse, og denne
effekten forsterkes dersom TH administreres sammen med GH (Iwata et al. 1990). Selv om
resultatene i studier av TH og osmoregulering er motstridende, antyder de fleste resultatene at
TH 1 seg selv ikke pavirker ioneopptak eller —sekresjon (Boeuf 1993; McCormick 2001). Hos laks
er det imidlertid vist at T (trijodtyronin) eker antall kortisolreseptorer (Shrimpton & McCormick
1998), og denne effekten forsterkes dersom T; administreres sammen med GH (McCormick

2001).

Parr-smolt transformasjon hos Raye

Siden reya kun oppholder seg en relativt kort periode i sjgen hver sommer, samt at den gjerne
tilbringer den forste fasen av sjpoppholdet 1 brakkvann, har det vart stilt sporsmalstegn ved
hvorvidt roya gjennomgiar en fullverdig parr-smolt transformasjon tilsvarende den man finner
hos andre laksefisk (McCormick & Saunders 1987). En rekke studier har imidlertid vist at ogsa
roya gjennomgar sesongmessige svingninger i hypoosmoregulatorisk kapasitet med en forbedret
sjovannstoleranse i forkant av utvandring til sjpen om varen (Finstad et al. 1989; Arnesen et al.

1992; Nilssen et al. 1997; Jorgensen & Arnesen 2002; Jorgensen et al. 2007).

Imidlertid synes den forbedrede sjovannstoleransen 4 vare av en forbigaende karakter, og det ser
ut til at den hypoosmoregulatoriske kapasiteten avtar etter hvert som reya vandrer tilbake til
ferskvann (Nilssen et al. 1997). Studier har videre bekreftet at ogsa fisk som har gjennomfort
tidligere neringsvandringer til sjo gjennomgar en ny utvikling av sjevannstoleranse 1 likhet med

“forstegangsutvandrere” (Aas-Hansen et al. 2005).

Tidligere implanteringsstudier pa roye ved Norges fiskerihogskole har vist at administrering av
kortisol gir en forbedret sjovannstoleranse og oppregulert Na*,K'-ATPase-aktivitet (Aas-Hansen
2004). Imidlertid har administrering av GH 1 disse studiene ikke gitt konsistente resultater, men

dette kan skyldes en uegnet forseksprotokoll (op 7). Implanteringsstudier pa andre laksefisk har



imidlertid pavist okt Na",K"-ATPase-aktivitet av bide GH og kortisol (f. eks. Richman & Zaugg
1987; Bisbal & Specker 1991; Boeuf et al. 1994; Pelis & McCormick 2001).

Problemstilling og malsetting

Pa tross av lang tids isolasjon og bortfall av anadromi som livsstrategi, har studier like fullt pavist
en viss, men pa langt naer full, hypoosmoregulatorisk kapasitet ogsa i residente, ikke-anadrome
bestander av roye (Schmitz 1992; Staurnes et al. 1992). Et annet, komparativt studie med
anadrom og resident roye viste en mangelfull og begrenset utvikling av sjgvannstoleranse hos den
ikke-anadrome populasjonen (Eliassen et al. 1998). I motsetning til den anadrome roya overlevde
ikke fisken fra den ikke-anadrome populasjonen overforing til sjovann. Utviklingen av et
hypoosmoregulatorisk apparat kan antas a representere en unedvendig energetisk kostnad i en
ikke-anadrom reyebestand som er geografisk isolert fra sjoen, og det er derfor rimelig 4 anta at
denne prosessen skulle vare nedregulert. Pa den andre siden er det na vist enkelte euryhaline
fiskarter har stamceller i gjellene som kan utvikle seg til kloridceller av bade ferskvanns- og
sjovannstypen avhengig av stimulering (Wong & Chan 1999). En annen studie sannsynliggjor
videre at ferskvannskloridceller kan omdannes til kloridceller av sjovannstypen hos euryhalin fisk
som overfores fra ferskvann til sjovann (Hiroi et al. 1999). Hvorvidt ogsa stenohaline arter kan
utvikle sjovannstoleranse om de far de riktige stimulatoriske signaler (for eksempel GH og
kortisol) er enna ikke klarlagt. Dersom det viser seg at stamcellene i gjellene kan differensieres til
béide ferskvanns- og sjevannskloridceller avhengig av regulatorisk stimuli, kan imidlertid dette

antas a vare mulig.

Vi har i denne studien ensket a undersoke hvorvidt administrering av GH og kortisol forer til en
stimulering av sjovannstoleranse hos ikke-anadrom roye. Vi har studert utviklingen av
sjovannstoleranse og det tilhorende enzymapparatet etter administrering av kortisol og GH hos
henholdsvis en anadrom og en ikke-anadrom royebestand fra Nord-Norge (figur 1). Den ikke-

anadrome bestanden som ble valgt har veart i ferskvann og isolert fra sjoen i flere tusen ar.






Materiale og metode

Forsgksmateriale

Forsoket ble gjennomfert ved Havbruksstasjonen i Tromse 1 Karvika (Ringvassoya, Troms) 1
perioden februar - mars 2006. Det ble benyttet fisk fra to ulike stammer i forsoket, henholdsvis
ikke-anadrom roye fra Altevann i Troms (heretter ogsa omtalt A/tevannsstamme) og anadrom

sjoroye med opphav fra Storvatnet ved Hammerfest (omtalt Hammerfeststanime).

Storvatnet

renalc éw.fanné =

Figur 1. Geografisk plassering av stammene benyttet i studien

Totalt 180 fisk innsamlet fra Altevann ble hentet hos Villmarksfisk AS (Bardu, Troms) den 20.
desember 2005. Altevannsreya var 4-5 ar gammel og fanget ved hjelp av ruser med ate 1 perioden
februar - mai samme ar (opplysning fra Dagfinn Lysne, Villmarksfisk AS). Fisken hadde da en
vekt pa ca 50 gram. Etter overforing til anlegget hos Villmarksfisk hadde fisken veert holdt i
sitkulzere kar under kontinuerlig lys og med en vanntemperatur pa 8-9°C (Opplysning fra Dagfinn
Lysne). Fisken ble fraktet i plastsekker med oksygenatmostare til Havbruksstasjonen i Tromse,
hvor den ble overfort til sirkulaere kar med vanntemperatur og fotoperiode satt til henholdsvis
5°C og kort dags lysbetingelse (daglengde heretter angitt som antall timer lys (L):antall timer
morke (D); L:D 8:16). Fisken ble i denne perioden foret med et kommersielt laksefor fra
Skretting, men foringen ble avsluttet ved forseksstart den 13. februar 2006. Av de 180 individene

ble 100 stk benyttet videre i forsoket. Fisken ble sortert etter oyemal og den storste og minste



fisken fra Altevannsstammen ble sortert ut slik at storrelsesfordelingen skulle vaere mest mulig

homogen i behandlings- og kontrollgruppene.

Hammerfestroya var fra Havbruksstasjonens egen produksjon og basert pa stamfisk som ble
stroket hosten 2003. Eggene ble inkubert ved 4 °C og klekket i januar/februar 2004. Yngelen ble
startforet ved 6 °C under kontinuerlig belysning, og ble holdt under disse betingelsene fram til
hosten 2004, hvorpi fisken ble overfort naturlig lys- og temperaturregime. Fisken hadde vart
foret med laksefor fra skretting fra startforing og fram til forseksstart 13. februar 2000.
Stasjonens stamfisk har sin opprinnelse i vill sjoroye fra Storvatnet i Hammerfest, innfanget i

1990. Det ble til sammen benyttet 101 individer fra Hammerfeststammen i forseket.

Forsgksoppsett og forsgksbetingelser

Kar, vannforsyning og fotoperiode

Forsoket ble utfort i et eget forsoksrom ved Havbruksstasjonen. Fotoperiode var kontrollert og
satt til L:D 8:16 gjennom hele forsoket. Karene som ble benyttet var sirkulere kar med et volum
pa 500 liter. For 4 oppna en onsket tetthet av fisk i karet (~35 kg - m’ vannvolum) ble
vannstanden senket slik at vannvolumet ble holdt pa ca 350 liter. Vanntemperaturen var
kontrollert og justert til 5°C gjennom hele forseksperioden. Ved hjelp av vertikale sprederor ble
det opprettet en sirkulaer vannstrem 1 karet, og vanntilforsel ble holdt mellom 6.5 og 10 liter
min'. Oksygenmetning i avlepsvannet ble jevnlig kontrollert, og vanntilforsel justert dersom

nodvendig for 4 opprettholde en oksygenmetningsgrad pa minimum 90%.

Etablering av forsoksgrupper

13. februar 2006 ble fisken som skulle brukes i forseket bedovd (Benzocaine, 50 ppm) og tilfeldig
fordelt i fire ulike behandlingsgrupper (se for ovrig tabell 1 og 2). De ulike behandlingsgruppene
ble merket med ”Floy tags” (FTF-69, Floy Tag and Manufacuring, Seattle, USA) av ulik farge
som ble sydd fast under basalplaten i forkant av ryggfinnen. For 4 skille stammene fra hverandre
ble fisken merket ved hjelp av en tatoveringspenn (Pan Jet Needleless Injector, Wright Dental,
Dundee, England. Blekk: Alcian blue, BDH Chemicals, Poole, England.). Fisken ble merket
mellom brystfinnene eller mellom bukfinnene for a angi henholdsvis Altevannsstamme og

Hammerfeststamme.



For begge stammene ble det etablert tre behandlingsgrupper og en kontrollgruppe.
Behandlingsgruppene fikk implantert henholdsvis kortisol, veksthormon (GH) eller kortisol +
GH (se eget avsnitt). Kontrollgruppa fikk en ’sham-implantering” av olje-/fettblandingen pa
samme mate som behandlingsgruppene. Alle fire behandlingsgruppene ble deretter fordelt pa to
kar for sjovannstester henholdsvis 14 og 28 dager etter behandlingsstart (tabell 2). Fisken ble
fordelt i de to karene pa en slik mate at alle behandlingsgruppene fra begge stammene var
representert 1 hvert enkelt kar. Hver behandlingsgruppe bestod av 11 individer (med ett unntak,
se tabell 1), slik at det totalt var 88 og 89 fisk i hvert kar. Ved det enkelte proveuttaket ble all fisk 1
det aktuelle karet tatt ut. Behandlingsgruppene ble holdt i samme kar for 4 unngi at eventuelle
ulike miljoparamtre mellom enkelte kar skulle pavirke behandlingsgruppene ulikt. I tillegg ble en
ubehandlet kontrollgruppe (n=12, ikke ”sham”-implantert) fra begge stammene overfort til et

tredje kar for sjovannstest og nullproveuttak ved forsoksstart.

Tabell 1. Fordeling av fisk i de ulike karene presentert som antall fra hver stamme per
behandlingsgruppe. Stamme er forkortet AV og HF, og angir henholdsvis Altevannsstamme og
Hammerfeststamme.

Nulluttak 14 dager 28 dager
Behandlingsgruppe AV HF AV HF AV HF
Kontroll 12 12 11 11 11 11
Kortisol - - 11 11 11 11
GH - - 11 12 11 11
GH + kortisol - - 11 11 11 11

Sjovannstester

Ett dogn for det enkelte proveuttaket ble ferskvannstilforselen til karet stengt av og erstattet med
sjovann. Temperaturen ble justert til 5 °C og vanntilforsel satt til 6.5 1 min" (samme vanntilforsel
og temperatur som for overforing til sjovann). Sjovannet hadde en salinitet pa 32-33 ppm. Etter
24 timer i sjovann ble fisken sa havet hurtig ut av karet og avlivet ved hjelp av en overdose

benzocaine (150 ppm). Plasma- og gjelleprover ble deretter tatt ut som beskrevet i eget avsnitt.

Tabell 2 — Forsgksdesign, datoer ved igangsetting og preveuttak

Dato Beskrivelse

13.02.2006 Etablering av forsgksgrupper og hormonimplantering

14.02.2006 Start sjgvannstest 1, kontrollgrupper/nulluttak (kar 1). Uttak neste dag
30.02.2006 Start sjgvannstest 2, 14-dagers uttak (kar 2). Uttak neste dag
14.03.2006 Start sjgvannstest 3, 28-dagers uttak (kar 3). Uttak neste dag




Hormonimplantering

Implantering av kortisol ble utfort i samsvar med tidligere pilotforsek utfert pa reye ved Norges
fiskerihogskole for kartlegging av riktig dose (som gir ”fysiologiske” nivaer) og blandingsforhold
olje/fett for tilstrekkelig varighet av forheyede kortisolnivaer (upubliserte resultater). Bade
kortisol og veksthormon ble administrert intraperitonalt lost 1 en 1:1 blanding av sesamolje og
kokosfett. Bovint veksthormon (Posilac, Monsanto, St. Louis, MO, USA) ble levert i en
sinksuspensjon som ble tilsatt olje-/fettblandingen under omhyggelig omroring og deretter
oppbevart kjolig. Kortisol (hydrokortison, Sigma) ble lost i etanol og deretter fort over i olje-
/fettblandingen. Etanolen ble dampet av ved hjelp av nitrogenatmosfare for losningen ble satt
kjolig fram til implantering. For implantering ble olje- og hormonlesningen varmet forsiktig opp
til flytende form i vannbad ved 30 °C under omroring. Losningene ble administrert ved hjelp av 1
ml sproyter som ble holdt oppvarmet i vannbadet. Injiseringen ble gjort like bak bukfinnen, og
sproytespissen ble fort savidt gjennom bukveggen for 4 unnga a skade inder organer. Pa grunn av
lavere temperatur etter injiseringen vil olje/-fettblandingen stivne til en vokslignende masse i

fiskens buk.

Behandlingsgruppene kortisol og kortisol + GH fikk injisert 0.3 ml av kortisol-/oljelosningen,
tilsvarende 4.2 mg kortisol per individ. Tilsvarende fikk gruppene GH og kortisol + GH
implantert 0.2 ml av veksthormon-/oljelosningen. Dette tilsvarte en dose pa 1.5 mg veksthormon
per individ. Dose ble av praktiske grunner ikke justert individuelt i forhold til kroppsvekt.
Hormoninjiseringene representerte en gjennomsnittlig dose pa henholdsvis ca. 31 pg kortisol - g
fisk' og ca. 11 pg GH - g fisk ™. Fisk i behandlingsgruppen GH + kortisol fikk de to
hormonlesningene implantert enkeltvis. Kontrollgruppen fikk tilsvarende administrert 0.3 ml av

olje-/fettblandingen uten hormontilsetting.

Provetaking

Etter avliving ble blodprever tappet fra kaudalvenen ved hjelp av 2 ml hepariniserte vacutainere
(BD diagnostics, Franklin Lakes, NJ, USA) og satt pa is. Provene ble innen 30 minutter
sentrifugert ved 2700 - g1 ti minutter, for plasma ble pipettert ut og frosset ned ved -80 °C.
Venstre gjelle (alle gjellebuer) ble klippet ut, pakket inn i aluminiumsfolie og oyeblikkelig frosset
ned i flytende nitrogen. Til sist ble vekt og lengde pa all fisk ble registrert, for buken ble apnet og
kjonn og kjonnsmodningsstatus ble vurdert visuelt. Ved eventuell kjonnsmodning ble fisken tatt
ut av datamaterialet (se for ovrig eget avsnitt; avvik fra forseksprotokoll). Kondisjonsfaktor (K)

ble beregnet i henhold til likningen K = W+ L.? - 100 (W = vekt i gram, L. = lengde i cm).
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Analyser

Plasma osmolalitet og klorid

Plasmaprovene ble tint pa is og grundig “vortexet” for analyse. Kloridkonsentrasjonen i plasma
ble bestemt ved hjelp av en kloridtitrator (Corning 925, CIBA Corning Diagnostics, Essex,
England) som ble kalibrert mot en 100 mMol standard. Apparatet ble deretter sjekket mot

standarden for hver tiende prove for a kvalitetsikre resultatene.

Plasma osmolalitet ble analysert ved hjelp av et Fiske One-Ten osmometer (Fiske Associates,
Massachusetts, USA). Instrumentet ble testet mot en 290 mOsm kg standard ved oppstart og

for hver tiende prove som kvalitetssikring.

Bade plasma klorid og osmolalitet ble analysert i to paralleller. Ved avvik storre enn henholdsvis 3
mmol (klorid) og 5 mOsm kg (osmolalitet) ble analysen gjentatt. I fremstilling og analyser av

resultatene er gjennomsnittet av verdiene for hver enkelt prove benyttet.

Na',K',2CI" kotransportor i gjellevev
Alle analyser av Na',K",2Cl -kotransporter ble utfort av avdelingsingenior Judith Wolkers ved
Norges fiskerthagskole. Pa grunn av kapasitetsbegrensninger ble kun fisken fra 14-dagersuttaket

analysert 1 denne studien.

Mengde Na",K*,2CI" kotransportor i gjellevev ble milt ved hjelp av western blotting, modifisert
etter metode beskrevet i Pelis et al. (2001) og Tipsmark et al (2002). T4 monoklonalt antistoff,
utviklet mot humant tykktarms Na',K",2CI" kotransporter, ble brukt som primzrt antistoff for
Na", K" ,2CI kotransporter i gjellevev fra raye. T4 antistoffet, utviklet av Dr. Christian Lytle og
Dr. Bliss Forbush 111, ble mottatt fra Developmental Studies Hybridoma Bank. Antistoffet er
utviklet under beskyttelse av National Institute of Child Health and Human Development og
oppbevart av Universitetet i lowa, Iowa, USA. I analysen ble det brukt en konsentrasjon pa 0.58
ug antistoff ml". Som sekundzrt antistoff ble brukt peroksidase-merket geit antimus IgG
(Kirkegaard & Perry laboratories, Gaithersburg, Maryland, USA) ved en konsentrasjon pa 0.15 pg
ml". Kvantifisering av bandene ble gjort ved hjelp av Chemi Imager og AlphaFase software
(Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA).
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Engymaktivitet Na', K" -ATPase

Analyse av Na',K'-ATPase-aktivitet ble gjennomfert i henhold til metode beskrevet av blant
annet McCormick (1993), Schrock et al (1994) og Strand (2000). Hydrolyse av ATP til ADP i
cellene er enzymatisk koplet til oksidasjonen av NADH til NAD". Analysen bestemmer
reaksjonshastigheten for omdanningen/hydrolyseringen av ATP til ADP og P, ved at man maler

den pafelgende oksidasjonen av NADH til NAD™ i henhold til reaksjonslikningene under:

ATP + Hy0 2H8ATPe® o ADP +Pi (D)

Pyruvat kinase

ADP + phosphoenolpyruvat ———="— Pyruvat + ATP (1)

Mg2+,K+

Pyruvat + NADH + H'W —fdwddydogemse o 7 ajtat + NAD™  (1I0)

«—

I denne analysen tilsettes homogenisert gjellevev en reaksjonslesning, ’assay mixture” (heretter
forkortet AM). Reaksjonslosningen bestar de enzymene, substratene og saltene som er

noedvendige for 4 oppna den pafelgende oksideringen av NADH etter at ATP er hydrolysert til
ADP. Omdanninga av NADH til NAD" i proven er direkte registrerbar ved hjelp av plateleser

som endring 1 absorbans ved belgelengde 340 nm.

Oksidasjonen av NADH til NAD" i vevsprovene miles henholdsvis med og uten tilsetting av en
spesifikk ATPase-hemmer (oubain), og differansen mellom disse beregnes. Ved hjelp av
proteinmalinger og en standardkurve som viser sammenhengen mellom mengde ADP i
vevsproven og oksidasjonen av NADH 1 AM-mediet, kan enzymaktiviteten beregnes.
Na',K"-ATPase-aktiviteten angis som omsetning av ADP per mg protein per time (se for ovrig

appendiks).

For analysene ble det forberedt en reaksjonslosning (“assay mixture”) som beskrevet i vedlegg 1.
Alle losninger, gjelleprover og mikroplater ble oppbevart pa is fram til avlesning. Standardkurve
for omsetting av ADP ble bestemt ved a lage standarder pa henholdsvis 0, 5, 10 og 20 nmol
ADP - 10 pI'. Disse ble applisert pa mikroplate i tre paralleller 4 10 pl og tilsatt 200 pl
reaksjonslosning per brenn, og deretter straks avlest i plateleseren (Spectramax plus3 . Molecular
Devices Corp, Sunnyvale, CA, USA) ved 340 nm i ti minutter med intervaller pa 30 sekunder.

Endring i absorbans som felge av oksidasjon av NADH til NAD" flater raskt ut (2-3 minutter),
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og ved 4 plotte OD'-verdier fra siste avlesning mot konsentrasjonen av ADP, far man en negativ
linezer kurve. Stigningstallet benyttes senere for 4 beregne den spesifikke Na',K'-ATPase-aktivitet

i provene (se appendix).

Gjellevevsprovene ble klargjort ved at gjellevev tilsvarende 3-4 filamenter ble brukket los fra de
enda frosne helgjellene, overfort til eppendorfror og tilsatt 100 pl SEI-buffer og 25 pl SEID og
satt pa is (se for ovrig annet avsnitt i dette kapitlet; avvik fra forseksprotokoll). Provene ble
oyeblikkelig homogenisert ved hjelp av en ”Pellet pestle motor” (Kimble/Kontes, Vineland, NJ,
USA) i ca 10 sekunder for de ble sentrifugert i kjolesentrifuge ved 3200 - g1 to minutter. Fra
homogenatet ble 4 x 10 ul overfort til mikroplate og tilsatt reaksjonslesning, hvorav to brenner
ble tilsatt en reaksjonslesning som inneholdt oubain for 4 hemme Na',K'-ATPase-aktiviteten i
de to brennene. Mikroplaten ble satt i plateleseren (340 nm belgelengde, 10 minutter avlesning,
30 sekunders intervaller, 25 °C,) og oksidasjonen av NADH ble registrert ved endring 1
absorbans. Oksidasjonsraten ble bestemt i Softmax Pro 5 (Molecular Devices Corp) ved 4 tilpasse

en regresjonslinje til den linezxre delen av kurven.

Proteininnholdet i provene ble analysert kolorimetrisk samme dag ved hjelp av et "BCA Protein
Assay Reagent Kit” (Pierce, Rockford, IL, USA). Reaksjonslosning og standarder i omradet 0-20
ug protein (albumin) - 10 ul”" ble tillaget som beskrevet i appendix. For hver mikroplate som ble
analysert ble det utarbeidet en egen standardkurve over sammenhengen mellom absorbans (OD)
og proteininnhold i proven for hver mikroplate som ble analysert. Homogenatet fra
enzymanalysene ble applisert i triplikat til mikroplaten med 10 pl til hver brenn og tilsatt 200 pl
reaksjonslosning. Mikroplaten ble ristet forsiktig for hand i ca 10 sekunder og satt til inkubering i
varmeskap ved 37 °C i1 60 minutter. Provene ble deretter satt i plateleser og absorbans ble avlest
ved 540 nm belgelengde. Utarbeiding av standardkurve og utregning av proteininnhold ble utfort
i Softmax Pro 5. Dersom proteininnholdet oversteg 20 pg * 10 ul” ble proven fortynnet og kjort

pa nytt.

1 OD; Optical density. Verdi for mengde lys som absorberes i mediet ved en gitt bolgelengde
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Avvik fra forsgksprotokoll

Fisk tatt ut av datamaterialet pa grunn av kjonnsmodning

All fisk ble undersokt for kjennsmodningsgrad under proveuttakene. Tidligere studier har pavist
redusert sjovannstoleranse og Na',K'-ATPase-aktivitet hos kjennsmoden fisk sammenliknet med
umoden (Staurnes et al. 1994; Le Francois & Blier 2003), og vi valgte derfor 4 ta disse individene

ut av datamaterialet. Til sammen dreide det seg om 22 individer, alle fra Altevannsstammen.

Lengde, vekt og kondisjonsfaktor
Kondisjonsfaktor kunne ikke beregnes for nulluttaket. Dette skyldes at lengde og vekt ikke ble
registrert pa samme dag (grunnet feil med vekt), slik at disse data ikke er paret for hver fisk.

Gjennomsnittlig lengde og vekt er imidlertid regnet ut pa vanlig mate.

Apnalyse av Na*, K" -ATPase-aktivitet

Ved proveuttakene ble ett gjellefilament tatt ut og overfort til SEI-buffer i et eppendorf-ror.
Imidlertid viste det seg at provene inneholdt for sma vevsmengder til 4 oppna adekvate resultater
i analysen av ATPase-aktivitet. For 4 fa gjennomfert analysen ble det derfor tatt ut gjellevev fra
de frosne helgjellene som ble tatt ut ved proveuttakene (se eget avsnitt). Da disse helgjellene ikke
kunne tines pd grunn av senere analyse av Na',K",2Cl" kotransporter ble det brukket av
filamentvev fra disse som ble overfort til eppendorf-ror og tilsatt SEI-buffer og SEID-losning for

homogenisering.
Grunnet problemer under analysene, matte dessverre resultatene fra flere mikroplater forkastes.

Dette, ssmmen med bortfall av kjennsmodne individer, forte til et redusert antall observasjoner i

enkelte av gruppene, blant annet hele gruppen fra nulluttaket.
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Tabell 3. Viser antall observasjoner (n) som inngar i de presenterte resultater av henholdsvis
plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon, Na*,K*,2Cl- kotransporter og Na*,K*-ATPase-
aktivitet. Antall observasjoner er i enkelte grupper redusert da kjgnnsmodne individer er tatt ut av
datagrunnlaget. Problemer med analysene har ogsa fort til at noen individer har falt ut.

Nulluttak 14 dager 28 dager
Behandlingsgruppe AV HF AV HF AV HF

Antall observasjoner i resultater; plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon

Kontroll 8 12 11 11 9 11
Kortisol - - 8 11 6 11
GH - - 6 12 9 11
GH + kortisol - - 8 11 7 11
Antall observasjoner i resultater; Na',K*,2Cl "kotransportar i gjellevev

Kontroll - - 11 9 - -
Kortisol - - 6 10 - -
GH - - 6 11 - -
GH + kortisol - - 8 10 - -
Antall observasjoner i resultater; Na',K'-ATPase-aktivitet

Kontroll 0 0 10 11 10 11
Kortisol - - 6 11 7 11
GH - - 5 11 10 11
GH + kortisol - - 5 11 9 11

Statistiske analyser

De statistiske analysene ble utfort 1 Statistica 6.1 (Stat Soft, Tulsa, OK, USA). Resultatene ble
analysert ved hjelp av en multivariat ANOVA (General Linear Model). Med denne testen var det
mulig 4 vurdere hvorvidt #d som uavhengig variabel, i tillegg til stamme og behandlingsgruppe,
har hatt effekt pa de avhengige variablene (henholdsvis plasma osmolalitet og
kloridkonsentrasjon, mengde Na*, K", 2Cl -kotransportor og Na*, K -ATPase-aktivitet). Ved
pavist effekt av behandling ble det benyttet en Tukey HSD post-hoc test for a finne eventuelle
parvise, signifikante forskjeller mellom behandlingsgruppene. Alle data, unntatt mengde
Na",K",2CI kotransportor, er presentert som gjennomsnitt + standardfeil (SEM) i resultatene.

Mengde Na",K*,2CI" kotransportor er fremstilt som mengde i % av Hammerfest kontrollgruppe

(figur 5).

Data for lengde, vekt og kondisjonsfaktor ble analysert med stamme og behandlingsgruppe som
uavhengige variabler ved hjelp av en toveis ANOVA for 4 se om det var forskjell i storrelse og
kondisjon mellom stammene og behandlingsgruppene. Ved signifikant effekt ble det utfort en

Tuckey HSD post-hoc test.
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I alle de statistiske analysene er hvert provetidspunkt (henholdsvis 0, 14 og 28 dager) behandlet
separat for 4 pavise eventuelle forskjeller mellom stammer og behandlingsgrupper ved det
aktuelle provetidspunktet. Der hvor analysene har pévist effekt av #4 som uavhengig variabel
(signifikant forskjeller mellom kontrollgruppene ved de ulike proveuttakene), er dette presentert 1

resultatkapitlet.

Alle verdier for plasma osmolalitet, kloridkonsentrasjon, mengde Na*,K",2Cl kotransporter og
Na',K"-ATPase-aktivitet ble logtransformert for de statistiske analysene. Dette ble gjort for 4
redusere eventuelle skjevfordelinger i datasettene. ATPase-data ble lagt til 2 for logtransformering
for 4 oppna gyldige transformeringer. Den statistiske behandlingen av mengde Na", K", 2CI
kotransporter ble utfort pa absoluttverdier av malt sverting av membranen fra elektroforesen,
men i presentasjonen av resultatene er verdiene regnet om i % av Hammerfest kontroll som

nevnt over.

Krav til signifikans ble satt til p = 0.05 i alle testene.
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Resultater

Lengde, vekt og kondisjonsfaktor

Lengde- og vektregistreringene viser at Altevannsroya generelt var noe storre og i bedre
kondisjon enn fisken fra Hammerfeststammen. Samtidig var det en viss forskjell i storrelse og
kondisjon ogsa mellom enkelte behandlingsgrupper (tabell 4). Bade lengde, vekt og
kondisjonsfaktor ble analysert med stamme og behandlingsgruppe som uavhengige variabler. Pa
grunn av manglende registreringer ved nulluttaket mangler data for lengde, og dermed ogsa

kondisjonsfaktor, for dette uttaket.

Analyse av lengdedata viste imidlertid at verken stamme eller behandlingsgrupper kom ut
signifikant forskjellig verken ved 14- eller 28-dagersuttaket. Den generelle vektforskjellen mellom
Hammerfest- og Altevannsroya kom ut signifikant (ANOVA, F=4.5, p<0.05) ved dag 14, mens
det ved dag 28 ikke ble pavist noen signifikant forskjell mellom stammene (F=3.7; p<0.1). Videre
post hoc-tester avdekket imidlertid ikke parvise, signifikante forskjeller i vekt mellom
behandlingsgrupper innen stammene ved 14-dagersuttaket. Kondisjonsfaktor var signifikant
hoyere hos Altevannsroya sammenliknet med fisk fra Hammerfeststammen ved bade 14- og
28-dagersuttaket (henholdsvis F=38.6; p<0.001 og F=103.3; p<0.001). Ogsd mellom
behandlingsgrupper ble det funnet signifikante forskjeller 1 kondisjonsfaktor (Tuckey HSD,
p<0.05), men ingen behandlingsgrupper innen samme stamme kom forskjellig ut. Med andre ord
kom behandlingsgruppene kun ut forskjellig sammenliknet med enkelte behandlingsgrupper av

den andre stammen.

Tabell 4. Vekt og kondisjon hos ulike stammer og behandlingsgrupper. Data er presentert som
gjennomsnittsverdier £ SEM. K-faktor er ikke beregnet for kontroll-/nulluttak pa grunn av
manglende lengderegistreringer.

Nulluttak 14 dager 28 dager
Stamme/behandling Vekt (g) K-faktor Vekt(g) K-faktor Vekt(g) K-faktor

Altevannsstamme

Kontroll 126.01£9.2 - 159.3121.7 0.97+0.03 147.9%16.9 0.99+0.04
Kortisol - - 159.8421.5 0.96+0.03 132.7+22.3 0.93+0.04
GH - - 129.0£17.7 0.97+0.04 164.7£17.5 1.03+0.03
GH + kortisol - - 155.8416.3 0.99+0.06 145.4+21.9 0.95+0.04
Hammerfeststamme

Kontroll 112.119.3 - 139.9£12.2 0.88+0.02 121.715.6 0.85£0.01
Kortisol - - 123.919.3 0.83+£0.02 119.2+3.8 0.79+£0.01
GH - - 114.745.8 0.84+0.01 131.148.4 0.83+0.01
GH + kortisol - - 123.749.3 0.84+0.02 128.4+13.1 0.79+0.01
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Plasma klorid og osmolalitet etter sjgvannstest

Hammerfeststamme

Resultatene fra ANOV A-analysene bekreftet at hormonbehandling hadde hatt en signifikant
effekt pa plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon etter sjgvannstest bade ved dag 14 og dag 28
(F-verdier 1 omradet 7.3-24; p<0.001 1 alle analysene). Sjovannstestene viste at hormonbehandling
med GH + kortisol gav en signifikant forbedret hypoosmoregulatorisk kapasitet sammenliknet
med kontrollgruppen (Figur 2). Bade plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon etter
sjovannstestene var signifikant lavere etter behandling med GH + kortisol sammenliknet med
kontrollgruppene (Tuckey HSD, p<0.01), og dette gjelder bade for 14- og 28-dagersuttaket. Ogsa
behandling med kortisol alene har gitt en signifikant forbedring av sjovannstoleranse (Tuckey
HSD, p<0.05), med unntak av plasma osmolalitet ved dag 14. Behandling med GH alene hadde
ingen signifikant effekt pa hypoosmoregulatorisk evne hos reye fra Hammerfeststammen (figur

2).

Variansanalysene viser imidlertid at ogsa tid som uavhengig variabel har influert resultatene for
den anadrome Hammerfestroya. Med andre ord har kontrollfiskens toleranse overfor
sjovannstestene variert gjennom forseket. Det har vart en signifikant okning i bade plasma
osmolalitet (F=7.0; p<0.01) og kloridkonsentrasjon (F=4.4; p<<0.05) i kontrollgruppen etter

sjovannstestene gjennom forsoket.
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Figur 2: Plasma osmolalitet (A) og kloridkonsentrasjon (B) hos
Hammerfestroye (gjennomsnitt + SEM) etter sjgvannstest ved dag 0,
14 og 28 etter hormonimplantering. Signifikante forskjeller mellom
behandlingsgruppene ved et gitt tidspunkt er angitt med ulike
bokstaver.
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Altevannsstanmme

Ogsa den ikke-anadrome Altevannsreya har respondert pa hormonbehandlingen og utviklet en
forbedret hypoosmoregulatorisk kapasitet (figur 3). Altevannsroya viser den samme tendensen
med hensyn til plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon etter sjovannstestene som
Hammerfestroya. Sammenliknet med fisk fra Hammerfeststammen har imidlertid Altevannsroya
en noe darligere sjovannstoleranse enn den anadrome Hammerfestroya, bade for og etter

hormonimplantering.

De statistiske analysene viser at hormonbehandlingen har hatt en signifikant generell effekt
(ANOVA) pa sjovannstoleranse ved dag 14, bade malt som plasma osmolalitet (F=8.0; p<0.001)
og kloridkonsentrasjon (F=7.1; p<0.01) etter sjovannstest. Post hoc-testene avdekket at
behandlingsgruppen GH + kortisol hadde en signifikant forbedret sjovannstoleranse

sammenlignet med kontrollgruppa ved dag 14 (p<0.01).

Etter 28 dager kunne vi pavise effekt av behandling kun malt som plasma kloridkonsentrasjon
(F=3.4, p<0.05). I den patelgende post-hoc testen kom behandlingsgruppen GH + kortisol ut
signifikant forskjellig fra kontrollgruppen ved dette uttaket (p<0.05). ANOVA av plasma
osmolalitet kom ikke signifikant ut (F=2.8; p=0.00).

Ogsa hos Altevannsroya er det behandlingsgruppa GH + kortisol som viser best toleranse
overfor sjovannstesten, men ogsa fisken behandlet med kun kortisol antyder en forbedret
toleranse. I kortisolgruppa finner vi imidlertid kun en signifikant forskjell malt som plasma
kloridkonsentrasjon ved dag 14 (Tuckey HSD, p<0.05). Som hos Hammerfestroya ble det ikke
observert signifikante effekter av implantering av GH alene, men bade plasma osmolalitet og
klorid konsentrasjon var konsistent lavere hos GH-behandlet fisk sammenliknet med ”sham”-

behandlet kontrollfisk.

I motsetning til hos Hammerfestroya har det ikke vert signifikante endringer i plasma

kloridkonsentrasjon eller osmolalitet hos kontrollgruppene etter sjovannstest i lopet av forsoket.
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Figur 3: Plasma osmolalitet (A) og kloridkonsentrasjon (B) hos
Altevannsreye (gjennomsnitt = SEM) etter sjgvannstest ved dag 0, 14 og 28
etter hormonimplantering. Signifikante forskjeller mellom
behandlingsgruppene ved et gitt tidspunkt er angitt med ulike bokstaver.
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Na*,K",2CI kotransporter i gjellevev

Western blot av gjellevev fra roye avdekket immunoreaktive band ved henholdsvis 160 og 285

kDA (figur 4). De statistiske analysene (ANOVA) avdekket en signifikant effekt av bade stamme
(F= 35.6; p<0.001) og behandling (F=4,5; p<0.01). Ut fra resultatene (figur 4 og 5) kan det synes

som om kortisol har fort til en okning i antall kotransporterer hos begge stammene, og at denne

effekten har blitt forsterket nir kortisol har vaert administrert sammen med GH. P3 tross av at

svertingen av immunoreaktive band hos enkeltfisk antydet store forskjeller mellom

behandlingsgruppene i antall kotransporterer (figur 4), ble det ikke pavist signifikante forskjeller

mellom behandlingsgrupper innenfor hver enkelt stamme ved statistiske analyser (Tuckey HSD)

av det samlede materialet (figur 5). Na",K",2Cl kotransportor er kun analysert for uttaket 14

dager etter hormonimplantering.

< 285 kDA

<+ 160 KDA

Kontr. Kort. GH GH+K. Kontr. Kort. GH GH+K.

Hammerfest Altevann

Figur 4: Representativt western blot av gjelle Na+,K+2Cl-
kotransporter fra atte individer av henholdsvis
Hammerfeststamme og Altevannsstamme 14 dager etter
hormonimplantering. Immunoreaktive band ble funnet ved 160 og
285 kDA. (Kontr = kontrollgruppe/”’sham”; Kort = kortisol, GH =
veksthormon; GH+K = Veksthormon + kortisol administrert
samtidig)
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Figur 5. Mengde Na+,K*,2CI- kotransporter hos ubehandlet (kontroll) og
hormonbehandlet rgye fra Altevanns- og Hammerfeststamme 14 dager
etter implantering av henholdsvis kortisol, GH og GH + kortisol. Det er
ikke pavist signifikante forskjeller mellom behandlingsgrupper innen
samme stamme. Mengde kotransporter er signifikant lavere i
kontrollgruppen hos Altevannsstammen sammenliknet med
kontrollgruppen hos Hammerfeststammen (markert med *). Resultatene
er presentert som gjennomsnittlig mengde i % av mengde kotransporter
hos Hammerfest kontroll £ SEM. De statistiske analysene er utfort pa
absoluttverdier for omregning til % av Hammerfest kontroll.
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Na’,K'-ATPase-aktivitet i gjellevev

Resultatene fra ATPase-analysene er presentert i figur 6. Den statistiske behandlingen péviste en
generell forskjell (ANOVA) bade mellom de to stammene (F=20,2; p<0.001) og mellom
behandlingsgruppene (F=2.8, p<0.05) ved 14-dagersuttaket, mens det etter 28 dager kun ble
pavist forskjeller mellom behandlingsgruppene (F=3.3; p<0.05). I post hoc-testene kom
Hammerfestroya som hadde fatt implantert GH + kortisol signifikant forskjellig ut fra alle andre
behandlingsgrupper ved dag 14, med en signifikant hoyere enzymaktivitet enn alle de andre
gruppene. De parvise sammenlikningene (Tuckey HSD) ved dag 28 paviste ingen signifikante
forskjeller, men hos Hammerfestroya sa man en trend mot en okt ATPase-aktivitet 1

behandlingsgruppen GH + kortisol sammenliknet med kontrollgruppen (p=0.09).
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Figur 6: Na*,K*-ATPase aktivitet i gjellepraver henholdsvis 14 og 28 dager etter
hormonimplantering. Kun Hammerfestroye behandlet med GH + kortisol hadde en signifikant
forhoyet ATPase-aktivitet 14 dager etter implantering (markert med *).
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Diskusjon

Det er i dag klart at anadrom reye gjennomgar en parr-smolt transformasjon som tilsvarer den vi
finner hos andre laksefisk (Klemetsen et al. 2003; Jorgensen et al. 2007), og en rekke studier har
etter hvert vist at anadrom roye utvikler en gradvis forbedring av sjovannstoleranse for
naringsutvandringen til sjpen om varen (f. eks. Finstad et al. 1989; Arnesen et al. 1992; Halvorsen
et al. 1993; Aas-Hansen et al. 2005). Denne parr-smolt transformasjonen er endokrint igangsatt
ved okende daglengde om viren, og regnes for a vaere en preadaptiv tilpassing slik at fisken settes i

stand til 4 leve og vokse godt i sjgen (Boeuf 1993).

Vire resultater viser at den anadrome roya (Hammerfeststammen) utvikler sjovannstoleranse ved
administrasjon av kortisol, og at denne effekten forsterkes nar kortisol tilferes sammen med GH.
Disse observasjonene er i samsvar med tidligere implanteringsstudier pa roye (Qyvind Aas-
Hansen, Fiskeriforskning AS, upubliserte data) og andre laksefisk (f. eks. Madsen 1990; Boeuf et
al. 1994), og harmonerer ellers med den generelle kunnskapen man har om den endokrine
reguleringen av smoltifisering hos laksefisk (Hoar 1988; Clarke & Hirano 1995). GH og kortisol
er hormoner nert assosiert med utviklingen av sjovannstoleranse under parr-smolt
transformasjonen, og tilsvarende effekter av disse to hormonene er ogsa funnet under

sjovannstilpassingen hos euryhaline arter (Sakamoto & McCormick 2000).

Implantering av GH stimulerer bade storrelse pa, og antall kloridceller i gjellene, og gir en okning
i Na",K'-ATPase-aktivitet i gjellevev hos laksefisk (f. eks. Sakamoto et al. 1993; McCormick
2001; Sakamoto et al. 2001). Kottisol har vart vist 4 stimulere Na",K'-ATPase-aktivitet, og antas
a ha en cytogen effekt pa utvikling og differensiering av kloridceller i gjellene (Evans et al. 2005).
Forsok pa blant annet atlantisk laks de siste drene viser ogsa at bide GH og kortisol gir en
oppregulering av antall Na'-K"-2Cl kotransportorer i sjovannskloridcellene (Pelis & McCormick

2001; Pelis et al. 2001).

GH og kortisol har en synergistisk effekt i forhold til utvikling av sjovannstoleranse, dannelse og
differensiering av sjovanns kloridceller, Na",K'-ATPase-aktivitet og mengde Na-K"-2CI
kotransportor (Madsen 1990; McCormick 2001). Tidligere studier har vist at implantering av GH
gir en oppregulering av kortisolreseptorene i gjellene (Shrimpton et al. 1995; Shrimpton &
McCormick 1998a), og det er videre pavist en klar ssmmenheng mellom tetthet av

kortisolreseptorer i gjellene, og effekten av kortisol pa stimulering av Na',K'-ATPase-aktivitet
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(Shrimpton & McCormick 1999). En sannsynlig forklaring pa den synergistiske interaksjonen
mellom GH og kortisol kan derfor vare at GH stimulerer generell celledeling, med et okt antall
stamceller i gjellene som kan pavirkes av kortisol som resultat, samtidig som reseptortetthet og
sensitivitet for kortisol eker (McCormick 2001). Denne modellen er konsistent med tidligere
studier av utvikling i plasmakonsentrasjoner av GH og kortisol, samt Na",K'-ATPase-aktivitet
hos anadrom reye (Aas-Hansen et al. 2005; Jorgensen et al. 2007). Hos den ville, veteran-
migranten studert i arbeidet av Aas-Hansen et al. (2005) var plasmanivdet av GH hoyt 1
begynnelsen av april, omtrent to maneder for utvandring til sjo fant sted, mens plasmanivaet av
kortisol okte i den pafelgende fase frem til utvandring. I det andre arbeidet med oppdrettet roye
(Jorgensen et al. 2007) ble det vist at nivaet av GH i plasma okte i april og holdt seg hoyt
gjennom hele parr-smolt transformeringen, mens plasma kortisol ekte kraftig i lopet av de siste
tre ukene av denne prosessen. QDkningen 1 plasma kortisol var tett fulgt av en markert okning i
gjellens Na',K'-ATPase-aktivitet. Disse resultatene stotter den skisserte modellen hvor GH
stimulerer prolifiering og rekruttering av stamceller, hvorpa den pafelgende okningen i plasma
kortisol stimulerer differensieringen av stamcellene til en kloridcelle av sjovannstypen, samt

Na" K'-ATPase-aktivitet i disse cellene.

GH og kortisol er vist a spille en viktig rolle ogsa i stimulering av sjovannstoleranse og utvikling
av et hypoosmoregulatorisk apparat ogsa hos en rekke euryhaline arter i tillegg til laksefisk
(Mancera & McCormick 1998; McCormick 2001). I en nylig review av Sakamoto og McCormick
(2000) foreslas det at den endokrine reguleringen av det osmoregulatoriske apparatet i stor grad
skjer gjennom en koordinert kontroll av prolifiering, differensiering og apoptose 1 gjelleepitelet
(se ogsa McCormick 2001). Det er vist at enkelte kloridceller av ferskvannstypen kan endre
morfologi og omdannes til en kloridcelle av sjovannstypen ved overforing av al (Anguilla japonica)
til sjovann (Wong & Chan 1999). Samtidig degenereres noen av ferskvannscellene og det dannes
nye kloridceller av sjovannstype gjennom rekruttering og differensiering av stamceller (gp. ¢iz.). 1
en liknende studie av kloridceller i plommesekkmembran hos yngel av tilapia (Oreochromis
mossambicus) er det pavist en tilsvarende plastisitet i morfologi hos denne celletypen (Hiroi et al.
1999). Overforing til sjovann forte til at de fleste kloridcellene endret karakter til en sjovanns
kloridcelle som ble omgitt av nydannede stotteceller (Hiroi et al. 1999). Tilsvarende studier har sa
langt vi kjenner til ikke vaert gjennomfort pa laksefisk, men det hadde vart interessant 4 fa
avdekket hvorvidt de enkelte kloridcellene oppviser en tilsvarende plastisitet ogsa hos laksefisk

under parr-smolt transformansjonen.
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Nytt i denne studien er at vi har vist at ogsé ikke-anadrom, ”landlocked” roye utvikler en
forbedret hypoosmoregulatorisk kapasitet gjennom administrasjon av GH og kortisol, og sa langt
vi kjenner til har det ikke vart gjennomfort tilsvarende implanteringsstudier pa ikke-anadrome
stammer av roye (eller andre laksefisk) tidligere. Det er heller ikke kjent at denne typen forsek har
veert gjort pa andre arter av stenohalin ferskvannsfisk. Resultatene i mitt studium viser at
Altevannsroeya responderer pa en endokrin stimulering relevant for parr-smolt transformasjon, og
vi har observert en signifikant effekt av implantering av kortisol + GH (samtidig) i forhold til
plasma osmolalitet og kloridkonsentrasjon etter sjovannstest. Ogsa kortisol administrert alene
synes 4 ha gitt en forbedret sjovannstoleranse, men denne effekten er i motsetning til hos
Hammerfeststammen ikke statistisk signifikant hos Altevannsroya. Sammenlikner man plasma
osmolalitet og kloridkonsentrasjoner etter sjgvannstestene hos Hammerfest- (figur 2) og
Altevannsroye (figur 3), ser vi at hormonimplanteringene har hatt en tilnarmet lik effekti de
respektive behandlingsgruppene hos begge stammene med hensyn til forbedringen av den
hypoosmoregulatoriske evnen. Hammerfestroya har generelt bedre sjgvannstoleranse enn
Altevannsroya, bade for og etter hormonbehandling, og har ved alle malinger lavere nivaer av
elektrolytter 1 plasma etter sjovannstest nar man sammenlikner de respektive

behandlingsgruppene.

Det samme meonsteret ser man ogsa igjen nar man studerer utviklingen i kotransportertetthet
etter hormonimplantering (figur 5). @kt sjovannstoleranse gjennom utvikling og differensiering
av kloridceller involverer blant annet en oppregulering av Na“™-K"-2Cl kotransporter og
Na',K"-ATPase i kloridcella (McCormick 2001; Evans et al. 2005). Resultatene viser at
Hammerfestroya har en storre kotransportortetthet 1 gjellevevet enn Altevannsreya hos alle
behandlingsgruppene. Pa tross av et tydelig monster og en utvikling i mengde Na™-K"-2CI -
kotransporter som ogsa er i trid med forbedringen i sjovannstoleranse, ble det kun funnet en
signifikant, generell effekt av hormonbehandling og stamme. Det kunne ikke pavises signifikante

parvise forskjeller mellom behandlingsgruppene innad i stammene.

Pa tross av at hormonbehandlingene har hatt en klar effekt pa sjovannstoleransen hos begge
stammene, har vi ikke funnet tilsvarende, klare effekter pd Na®,K'-ATPase-aktivitet (figur 6). Sett
1 lys av den signifikant forbedrede sjovannstoleransen hos begge stammene, hadde vi forventet en
mer markert og tydelig okning ogsi i Na*,K*-ATPase-aktivitet. Arsaken til at dette ikke ble
funnet er usikker, men kan muligens skyldes avvik fra analyseprotokollen som beskrevet tidligere

(se material og metode; avvik fra forsoksprotokoll). Na",K"-ATPase-analysene i denne studien

27



har vaert preget av stor variablilitet og lite konsistente resultater, noe vi antar 1 alle fall delvis kan
tilskrives det modifiserte og ikke ensartede vevsuttaket fra helgjelleprovene. Imidlertid har man
ogsi 1 enkelte tidligere studier manglet en klar sammenheng mellom endringer i sjovannstoleranse
og utvikling av Na", K -ATPase-aktivitet, og Na", K "-ATPase-aktivitet er heller ikke nodvendigvis
et tilfredsstillene mal pa smoltifiseringsstatus alene (Boeuf 1993). For eksempel viste Richman og
Zaugg (1987) at implantering av henholdsvis kortisol og GH hos stillehavslaks (Oncorhynchus
kisutd) gav en signifikant ekning i Na',K'-ATPase-aktivitet, men uten dette hadde effekt p4 Na'-
konsentrasjonen 1 plasma etter sjovannstest. Tilsvarende observerte Johnsen og kolleger (2000)
en forbedret sjovannstoleranse hos en gruppe Hammerfestroye uten at man kunne finne en
tilsvarende okning i Na',K'-ATPase-aktivitet. Disse resultatene er imidlertid ikke konsistente
med andre rapporterte, sammenliknbare studier, og star dessuten 1 kontrast til den etablerte
modellen av gjellens osmoreguleringsapparat i sjovann (McCormick 2001; Evans et al. 2005). 1
henhold til denne modellen er ionefluxen ut over den apikale membranen 1 sjovannskloridcella
avhengig av de elektrokjemiske gradientene som skapes og opprettholdes av aktiviteten i

ionepumpen Na",K'-ATPase (Evans et al. 2005; Marshall & Grosell 2006).

Tidligere studier av sjovannstoleranse hos ikke-anadrom roye har rapportert en viss forbedring i
sjovannstoleranse om véren (Schmitz 1992; Staurnes et al. 1992; Schmitz 1995). Imidlertid har
forbedringen i sjovannstoleranse vart begrenset sammenliknet med anadrome populasjoner, og
studiene har vist at disse stammene ikke har kapasitet til 4 opprettholde vann- og
elektrolytthomeostase pa en adekvat mate i sjovann (Staurnes et al. 1992; Schmitz 1995; Eliassen
et al. 1998). I en sammenlikning av hypoosmoregulatorisk kapasitet mellom Hammerfeststammen
og en ikke-anadrom, isolert royebestand fra Skjomen i Nordland, observerte man en okning i
antall kloridceller og Na",K'-ATPase-aktivitet typisk for parr-smolt transformasjonen i begge
stammene (Eliassen et al. 1998). De fysiologiske responsene hos den ikke-anadrome stammen fra
Skjomen var imidlertid betydelig mindre markert enn hos Hammerfestroya. Den ikke-anadrome
stammen talte i motsetning til Hammerfeststammen ikke overforing til sjgvann, og man
observerte en massiv dedelighet hos Skjomenroya etter overforingen til sjovann (gp. cit.). Pa
tilsvarende mate sammenliknet Nilsen og kolleger (2003) smoltutvikling og sjevannstoleranse hos
henholdsvis en anadrom og en ikke-anadrom, “landlocked” stamme av atlantisk laks (. sa/ar). Pa
tross av en gradvis forbedring av hypoosmoregulatorisk kapasitet fram til mai/juni, hadde ikke
fisken kapasitet til 4 overleve et lengre opphold i sjovann, og sammenliknet med den anadrome
stammen oppnidde disse individene en maksimal Na",K"-ATPase gjelleaktivitet pa bare 50% av

de observerte verdiene hos individene 1 den anadrome stammen (Nilsen et al. 2003).
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Parr-smolt transformasjonen involverer en arlig oppbygging av et hypoosmoregulatorisk apparat,
men for en ikke-anadrome royebestand vil imidlertid utviklingen av sjovannspreferanse og
hypoosmoregulatorisk kapasitet representere en mistilpassing i forhold til miljeet den lever i. Det
er observert en betydelig okning i metabolsk aktivitet under smoltifiseringen, noe som tyder pa at
parr-smolt transformasjonen er energetisk kostnadskrevende (Maxime et al. 1989; Leonard &
McCormick 2001). Disse observasjonene mé imidlertid ses i sammenheng med den generelle,
stimulerende effekten kortisol og GH har pa energiomsetningen (Boeuf 1993), sannsynligvis som
en preadaptiv tilpassing til et pelagisk levesett og et generelt hoyere aktivitetsniva (Leonard &
McCormick 2001). En nedregulering av disse prosessene vil i s méte antakelig vare gunstig for
overlevelsesevnen i et marginalt miljo, og over tid er det sannsynlig at disse responsene vil
reduseres 1 omfang. Vi har i denne studien onsket 4 fa avdekket om den reduserte
sjovannstoleransen man har observert hos ikke-anadrome royestammer skyldes mangel pa et
adekvat, endokrint input, eller hvorvidt dette skyldes en generelt nedregulert evne til 4 respondere
pé de endokrine signalene som igangsetter parr-smolt transformasjonen og utvikling av

hypoosmoregulatorisk evne.

Denne studien bekrefter at den ikke-anadrome Altevannsroya responderer pa endokrine stimuli
assosiert med parr-smolt transformasjonen. Dette antyder at den relativt sett reduserte
forbedringen av sjovannstoleranse observert hos ikke-anadrom reye kan henge sammen med en
mangelfull endokrin igangsetting av prosesser involvert i parr-smolt transformasjonen. Det
faktum at Altevannsroya og Hammerfestroya relativt sett responderer tilnaermet likt pa den
samme hormonbehandlingen, kan legges til grunn for en antagelse om at ikke-anadrom roye har
en ikke tilstrekkelig stimulering av det vi kjenner som parr-smolt transformasjonen, og dermed
kun utvikler en mangelfull hypoosmoregulatorisk evne om varen sammenliknet med

sjovandrende roye.

Imidlertid ser vi at Altevannsroya generelt har en noe darligere sjovannstoleranse enn
Hammerfestroya, bade ved forsgksstart og etter hormonbehandling. Hva som ligger til grunn for
dette, og hvorfor Altevannsroya ikke utvikler en like god sjovannstoleranse som Hammerfestroya
etter den samme hormonbehandlingen, er ikke mulig 4 svare pa ut fra denne studien. Det er
mulig at en mangelfull utvikling av sjovannstoleranse hos ikke-anadrom roye kan skyldes en
nedregulert sensitivitet for GH og kortisol 1 gjellene, for eksempel gjennom redusert

reseptortilgjengelighet eller —affinitet, og dermed en nedsatt utvikling av strukturer og
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enzymapparat assosiert med etableringen av et hypoosmoregulatorisk apparat. Man kan ogsa
spekulere i om en eventuell nedregulering av denne responsen kan finne sted nedstroms i
signalkjeden, for eksempel i aktivering av respektive “second messengers” eller reseptortetthet
og -affinitet i cellens nukleus, uten at vi har grunnlag for a vurdere dette mer inngaende. Det er

heller ikke, sa vidt meg bekjent, andre studier hvor dette har blitt undersokt.

Studier av ”’stunted” smolt hos stillehavslaks (O. &isutch) har vist at disse individene har en
redusert binding av GH til reseptorer i lever og gjellevev sammenliknet med adekvat
sjovannstilpasset smolt (Fryer & Bern 1979; Gray et al. 1992). Det er pavist svert hoye
plasmakonsentrasjoner av GH hos ”’stunted” smolt bade hos stillehavslaks (Bolton et al. 1987,
Varnavsky et al. 1992) og atlantisk laks (Bjornsson et al. 1988), og det antas at den okte
plasmakonsentrasjonen skyldes redusert feedback mediert via IGF-I fra lever som folge av
manglende GH-reseptor binding (Bjérnsson 1997). Selv om ”stunting” som fenomen forst og
fremst er relatert til et lavt naeringsinntak, involverer dette uansett en mulig sammenheng mellom
nedsatt sensitivitet for GH og en mangelfull parr-smolt transformasjon. I den tidligere diskuterte
studien av sjovannstoleranse hos ikke-anadrom roye fra Skjomen i Nordland (Eliassen et al.
1998), viste det seg at Skjomenroya hadde et hoyere plasmaniva av GH enn det man fant hos den
godt sjovannstilpassede Hammerfestroya (Helge K. Johnsen, Norges fiskerihogskole, pers. kom.).
Selv om man skal vare forsiktig med 4 trekke en slik sammenlikning for langt, er det ikke
utenkelig at redusert reseptortilgjengelighet eller affinitet for GH kan spille en rolle i forhold til
manglende hypoosmoregulatorisk kapasitet hos ikke-anadrom roye under naturlige forhold. Pa
den annen side rimer en slik konklusjon darlig med det faktum at hormonbehandlingen gav en
like sterk respons pa hypoosmoregulatorisk evne hos Altevannsroya som hos Hammerfestroya 1
mitt studium. P4 den annen side kan det ikke utelukkes at plasmanivaene av kortisol og
veksthormon etter implantering har vert sa hoye at dette har kompensert for redusert

reseptortilgjengelighet.

For laksefisk er det kjent at alder, og sarlig storrelse har betydning i forhold til sjovannstoleranse,
muligens pa grunn av et mer fordelaktig forhold mellom kroppsmasse og overflate hos storre fisk
(Hoar 1988; Clarke & Hirano 1995), og det er vist at storrelse har betydning for
sjovannstoleransen ogsa hos reye (Arnesen et al. 1992; Nilssen & Gulseth 1998). I denne studien
var fisken fra Altevannsstammen bade storre og 1 bedre kondisjon enn Hammerfestroya. Alt
annet likt, skulle man derfor anta at Altevannsroya skulle oppvise en forbedret sjovannstoleranse

sammenliknet med Hammerfeststammen.
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Totalt 22 av 100 fisk av Altevannsstammen ble klassifisert som kjennsmodne ved proveuttakene
og dermed tatt ut av datamaterialet. Kjonnsmodning hos laksefisk er generelt assosiert med en
redusert sjovannstoleranse (Clarke & Hirano 1995), og studier har pavist en redusert
hypoosmoregulatorisk kapasitet og Na*,K"-ATPase-aktivitet ogsi hos kjennsmoden roye
(Staurnes et al. 1994; Le Frangois & Blier 2003). Implanteringsstudier pa reye har ogsa vist en
redusert sjovannstoleranse etter administrering av androgener assosiert med kjennsmodning hos
laksefisk (Schmitz & Mayer 1993). Det ble ikke funnet kjonnsmodne individer hos
Hammerfeststammen. Altevannsreya (4-5 ar) var eldre enn Hammerfestroya (2 ar), og 1 noe
bedre kondisjon (tabell 4) sammenliknet med sistnevnte. Altevannsreya hadde vert holdt under
kontinuerlig lys og ved hoy temperatur siden den ble fanget inn i mai 2005 og fram til den ble
overfort til Havbruksstasjonen i desember samme ar, og hadde vokst betydelig i denne perioden
(se ogsa materiale og metode). Det er 1 sa mate ikke uventet at vi fant noen kjennsmodne
individer i denne gruppen, men vi regner ikke med at dette har pavirket resultatene 1 serlig grad
siden de kjonnsmodne individene er tatt ut av datamaterialet. Etter overforing til
Havbruksstasjonen ble fisken satt under kort dags lysbetingelse (I:D 8:16), og fisken fikk dermed
et “vintersignal” i dtte uker for behandlingen ble igangsatt. Det kan imidlertid spekuleres i
hvorvidt dette kan ha hatt innflytelse pa Altevannroyas endogene rytmer pa en slik mate at dette
har pavirket responsen pa hormonimplanteringen i en annen retning enn hos Hammerfestroya.
Shrimpton og McCormick (1998b) har vist at bade reseptorkonsentrasjon og reseptoraffinitet for
kortisol 1 gjellene hos parr og smolt av atlantisk laks varier 1 lopet av dret. I denne studien
observerte man en kraftig okning i antall kortisolreseptorer og reseptoraffinitet fra oktober til
april hos bade parr og smolt, for nivaene igjen falt i mai (gp. «iz.). Dersom disse resultatene er
overforbare til roye er det mulig at sesongmessige endringer i sensitivitet har pavirket resultatene i
mitt studium. Ideelt sett hadde det vart onskelig at all fisk 1 forsoket hadde hatt en lik forhistorie,

men dette var ikke mulig a fa til.

Vi kjenner ikke til at det er gjennomfort studier pa utvikling i plasmaniva av GH og kortisol hos
ikke-anadrom reye om viren, men det ville vaert interessant 4 sammenlikne
hormonkonsentrasjoner av for eksempel TH, GH og kortisol hos henholdsvis anadrom og ikke-
anadrom roye 1 forkant av og under parr-smolt transformasjonen. I en nylig studie (Jorgensen et
al. 2007) er det vist at anadrom roye ved simulert, naturlig fotoperiode har en utvikling i plasma
GH og kortisol som er konsistent med det vi finner hos atlantisk laks (Hoar 1988) og

stillehavslaks (Clarke & Hirano 1995). Som en naturlig forlengelse av disse forsokene hadde det
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derfor vaert onskelig 4 gjennomfore tilsvarende studier av hormonprofilene ogsa hos ikke-
anadrom roye for 4 finne ut om den har hormonendringer om varen som stimulerer
sjovannstoleranse. Det hadde vart fordelaktig om en slik studie ogsa hadde omfattet reseptorer
for GH/IGF-I og kortisol i gjellene, slik at en eventuell nedregulering pa reseptorniva kan
avdekkes. Vi antar dette kunne gitt et viktig bidrag til forstaelsen av hvilke mekanismer som ligger

bak Altevannsroyas relativt sett darligere sjovannstoleranse sammenliknet med Hammerfestroya.

Det ville ogsa vaere interessant 4 fa gjennomfort en tilsvarende studie pa en rent stenohalin
ferskvannsart. Selv om Altevannsreya har vert isolert fra sjoen i flere tusen ar, antas det at
vassdraget ble befolket fra vest av en anadrom reye etter siste istid (Klemetsen 1984), og
resultatene fra mitt studium kan i sa mate ikke generaliseres til ogsa 4 gjelde “ekte”
ferskvannsfisk. Med bakgrunn i resultatene fra denne studien, kombinert med den rapporterte
plastisiteten 1 kloridcellenes morfologi og funksjon, kan det antas at ogsa stenohalin
ferskvannsfisk kan utvikle deler at et hypoosmoregulatorisk reguleringsapparat gitt et adekvat

regulatorisk stimuli.

Konklusjon

Oppsummert viser denne studien at kortisol stimulerer hypoosmoregulatorisk kapasitet hos bade
den anadrome Hammerfeststammen og den ikke-anadrome Altevannsreya. Administrering av
GH og kortisol samtidig viser at de to hormonene har en synergistisk effekt i forhold til
utviklingen av sjovannstoleranse hos begge stammene. Hammerfestroya viser imidlertid en
generelt bedre sjovannstoleranse enn den ikke-anadrome Altevannsroya, bade for og etter
hormonimplantering. Studiet gir ikke noe svar pa hvorfor den ikke-anadrome Altevannsroya
hypoosmoregulerer darligere enn den anadrome Hammerfestroya. Studiet gir heller ikke svar pa
om den positive, synergistiske effekten av GH og kortisol pa hypoosmoregulatorisk evne hos
Altevannsroye reflekterer at den sannsynligvis er en vestlig innvandrer av anadrom roye, eller
hvorvidt dette viser at ogsa stenohalin ferskvannsfisk har evnen til 4 utvikle sjovannstoleranse,

gitt et adekvat regulatorisk stimuli.
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Appendix

I. BLANDINGSFORHOLD OG LOSNINGER BRUKT UNDER ANALYSE AV
Na*,K'-ATPase-AKTIVITET.

SEI-buffer

Konsentrasjon (mM) Mengde (g)
Sucrose 150 26.67
NA2EDTA 10 1.86
Imidazol 50 1.70

Kjemikaliene ble lost 1 475 ml dH,0 og pH justert til 7.3 ved hjelp av HCL. Volum deretter justert
til 500 ml ved 4 tilsette dH,0.

0.5% SEID
0.1 g Natriumdeoksycholat ble lgst 1 20 ml SEI-buffer

Imidazol-buffer (IB-buffer)
1.702 g imidazol ble lost 1 475 ml dH,O pa pH justert til 7.5 med HCIL. Volumet ble deretter

justert til 500 ml ved a tilsette dH,0.

Konsentrasjon (mM) Mengde (g)
NaCl 189.0 5.52
MgCl, * 6H,0 10.5 1.07
KCL 42.0 1.57
Saltlesning

Konsentrasjon (mM) Mengde (g)
NaCl 189.0 5.52
MgCl, * 6H,0 10.5 1.07
KCL 42.0 1.57

Kjemikaliene ble lost i 500 ml IB-buffer.
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PEP (Phosphoenolpyruvat)
0.491 g phosphoenolpyruvat i 100 ml IB-buffer. Overfort til reagensror i losninger 4 5 ml som

ble oppbevart ved -80°C.

Oubain
0.382 g oubain ble lost i 50 ml IB-buffer under omroring i kokende vannbad og under avtrekk.

Bemerk at oubain er svart lysfolsomt og ma beskyttes mot lys.

Na-Acetatbuffer
0.463 g Na-Acetat ble lost 1 100 ml dH,O. pH ble justert til 6.8.

ADP-standard
0.0489 g ADP ble lost i 25 ml Na-Acetatbuffer. Overfores til eppendorfrer (300 pl i hvert ror)
som lagres ved -80°C. For utarbeiding av standardkurve over sammenhengen mellom ADP-

kosentrasjon og og oksidasjon av NADH ble det laget en fortynningsrekke:

nmol ADP 10 ul” IB-buffer (ul) ADP standard (ul)
0 200 0
5 175 25
10 150 50
20 100 100

Assay medium (AM)

Volum beregnet for analyse av to mikroplater

Losninger Volum/vekt
Startvolum IB-buffer 20 ml
Pyryvat kinase (PK) 24l
Lactat dehydrogenase (LDH) 31 ul
NADH 5 mg
PEP 5 ml
ATP 0.0145¢g

PK og LDH pipetteres over i eppendorfror og sentrifugeres ved 12000 rpm i 8 min.
Supernatanten fjernes for pelleten resuspenderes i litt IB-buffer og tilsettes meddiet. NADH loses
1litt IB og tilsettes. PEP tines og overfores til losningen. ATP veies ut, loses i IB og tilsettes pa

samme mate. Volumet sluttjusteres til 35 ml med IB-buffer.
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Brukslgsninger, AM og AM-Oubain

AM AM-oubain
AM-medium 17.5 ml 17,5 ml
Oubain - 1.25 ml
B 1.25 ml -

II PROTEINANALYSE

Det ble gjort klar en working solution ved 4 blande 20 ml av reagens A + 400 pl av reagens B

(50:1). Standardkurve ble utarbeidet for hver mikroplate ved hjelp av folgende fortynningsrekke

av proteinstandarden (BSA, albumin, 2 mg ml™):

ug protein 10 ul” BSA std. (ul) ADP standard (ul)
0 0 100
5 25 75
10 50 50
20 100 0

II1 BEREGNING AV SPESIFIKK ATPase-AKTIVITET

Den spesifikke Na',K"-ATPase-aktiviteten ble beregnet ved hjelp av likningene under:

Reaksjonshastighet (mOD ul™' min™")

—— - = nmol ADP ul” min"
Stigningstall (mODnmol ADP ™)

IADP pl”' min”
2) e : . —— = nmol ADP mg protein™ min"
Mengde protein (mg protein pl™)

3) nmol ADP mg protein” min" * 60 min time ' * 1000 = pmol ADP mg protein™ time™
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