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Sammendrag

Oppdrettsnaeringen har i lgpet av de siste arene blitt stilt ovenfor gkt problematikk knyttet til
hjertehelse og hjertelidelser hos oppdrettet atlantisk laks. Hjertene til atlantisk laks har hgy grad
av plastisitet i mgte med ytre miljgpavirkninger, og tidligere studier har vist at hjertet til
oppdrettslaks avviker fra de man finner hos villaks. Hjerter fra oppdrettsfisk karakteriseres blant
annet ved at de er rundere og at bulbus arteriosus har en mer spiss utgangsvinkel fra ventrikkel.
Den unormale hjerteformen er vist & gi redusert slagvolum og funksjon, spesielt under krevende
miljg eller stressende behandlingsoperasjoner. Denne studien har undersgkt om smoltifisering
indusert via fotoperiodemanipulering eller ved bruk av saltfor pavirker utvikling av hjertet og
viktige smoltkarakterer hos atlantisk laks. Gruppene har blitt vurdert gjennom genuttrykk av en
rekke gener som er relatert til hjerteutvikling, samt gjennom parametre relatert til vekst,
hjertevekst og morfometri, og smoltkarakterer som kondisjonsfaktor, relativ halelengde,
sglvfarging, og uttrykk av to viktige saltpumpeenzymer (NKA o-1a og NKA a-1b) og en
Kloridtransporter (NKCC1a) i gjellene. Etter smoltifisering ble gruppenes ytelse i sjg
sammenlignet gjennom produksjonsdata innhentet fra matfiskanlegg og slakteri.
Hjertemorfologi var ikke pavirket av smoltifiseringsregime, men noen av genmarkerene for
hjertehelse var forskjellig uttrykt mellom gruppene. Under forutsetning om at markgrene som
har blitt undersgkt har tilsvarende funksjon i hjertet til atlantisk laks som hos pattedyr, indikerer
funnene at saltfér-gruppen har utviklet hjerter som i stgrre grad er assosiert med patologisk
vekst. For ferste gang er det vist at irisin A, et protein som er viktig for hjertefunksjon hos
pattedyr, trolig spiller en rolle i hjertet til atlantisk laks under smoltifisering. Det er ogsa vist at
viktige smoltkarakterer er tydeligere utviklet hos fisk smoltifisert med fotoperiode
sammenlignet med saltfor. Tilvekst og ytelse i sjg ble vurdert via produksjonsdata innhentet
ved slakting. Resultatene viser at, til tross for en mindre stagrrelse ved start og en lavere tilvekst

i settefiskfasen, hadde fotoperiode-gruppen hayere tilvekst i sjgfasen og var starre ved slakt.



Abstract

In recent years, the aquaculture industry has been faced with an increase of problems related to
cardiac health and diseases in farmed Atlantic salmon. The hearts of Atlantic salmon have a
high degree of plasticity in the face of external environmental influences, and previous studies
have shown that the heart of farmed salmon differs from those found in wild salmon. Hearts
from farmed fish are characterized, among other things, by being rounder, and by the bulbus
arteriosus protruding more sharply from the ventricle. The abnormal heart shape has been
shown to reduce stroke volume and function, especially during demanding environments or
stress-inducing situations. This study has investigated whether smoltification induced via
photoperiod manipulation or through the use of salt feed affects development of the heart and
important smolt characteristics in Atlantic salmon. The groups have been assessed through gene
expression of a number of genes related to heart development, as well as through parameters
related to growth, heart growth and morphometry, and smolt characteristics such as condition
factor, relative caudal length, silvering, and expression of two important salt pump enzymes
(NKA o-la and NKA a-1b) and a chloride transporter (NKCCl1a) in the gills. After
smoltification, the groups' performance at sea was compared through production data obtained
from the fish farm and processing-facility. Cardiac morphology was not affected by
smoltification regimes, but some of the gene markers for cardiac health were expressed
differently between the groups. Assuming that the markers that have been examined have a
similar function in the heart of Atlantic salmon as in mammals, the findings indicate that the
salt feed group has developed hearts that to a greater extent are associated with pathological
growth. For the first time, it has been shown that irisin A, a protein that is important for heart
function in mammals, probably plays a role in the heart of Atlantic salmon during
smoltification. It has also been shown that important smolt characteristics are more developed
in the photoperiod group compared to the salt feed group. Growth and performance at sea were
assessed via production data obtained at slaughter. The results show that, despite a smaller size
at the start and lower growth rate in the hatchery phase, the photoperiod group had higher

growth rate in the sea phase and was larger at slaughter.
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1 Innledning

1.1 Hjertehelse hos atlantisk laks

Dgdelighet av laks etter utsett i sjg er et stort problem for oppdrettsnaringen, og av
fiskehelserapporten for 2021 var det totale tapet av oppdrettslaks i sjg 54 millioner individer
(15,5 %) (Walde & Sommerset, 2022). Den hgye dgdeligheten pavirkes av forutsette og
uforutsette faktorer i sjgfasen, likevel er det naerliggende a anta at smoltkvalitet og robusthet
ogsa spiller en viktig rolle for overlevelse i sjg. Den hgye dgdeligheten farer hvert ar til store
gkonomiske tap for naringen og det er udiskutabelt en stor utfordring knyttet til fiskevelferd
(Frisk et al., 2020).

Hjertelidelser er en av de viktigste arsakene til ded hos mennesker (Fuster, 2014), og i ulike
former ogsa et stort problem knyttet til oppdrett av fisk, slaktekylling og gris (Olkowski et al.,
1996; Poppe et al., 2003). Nar det gjelder fisk er sarlig rasktvoksende fisk som atlantisk laks
(Salmo Salar L.) utsatt, og hjertene til atlantisk laks har i tillegg hey morfologisk- og fysiologisk
plastisitet (formbarhet) i kontakt med endrende miljgmessige- og fysiologiske krav (Gamperl
& Farrel, 2004).

I en sparreundersgkelse blant fiskehelsepersonell og i mattilsynet ble hjertesprekk (CMS)
rangert som det aller stgrste problemet i matfiskfasen for oppdrettet atlantisk laks i 2020
(Sommerset, 2021), og CMS antas a pavirke opp mot 20 % av all fisk i matfiskfasen (Garseth
et al., 2018). Dadelighet forarsaket av hjertelidelser er spesielt belastende da den ofte inntreffer
pa stor, slakteklar fisk, som det er investert mye tid og ressurser pa. Dgdeligheten er spesielt
hgy nar fisk med svake hjerter gjennomgar lusebehandling og dette kan indikere at fisken, eller
hjertet, ikke innehar de fysiske egenskapene som kreves under stressende situasjoner. Akutt
stress antas a gi hjertet en belastning som i mange tilfeller medfarer hgy dedelighet (Poppe et
al., 2007). Til tross for at hjertelidelser er et stort problem i oppdrettsnaeringen, vet man relativt
lite om arsaker og konsekvenser hos oppdrettsfisk. Spesielt hjertelidelser som ikke skyldes

bakterie- eller virusinfeksjoner har blitt tildelt lite oppmerksomhet.

Allerede tidlig pa 2000-tallet rapporterte fiskehelseansvarlige langs norskekysten om store
mengder tilsynelatende frisk og fin fisk som ikke talte moderat handtering som sortering,

hoving, transport og lusebehandling. Disse funnene var spesielt interessante da det ikke ble
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pavist hverken bakterier eller virus ved screening av den samme fisken. Naermere undersgkelser
av dedfisken viste en overrepresentasjon av individ med sma hjerter med unormal
hjertemorfologi (Poppe et al., 2003). Studien til Poppe et al. (2003) viser at det er en sterk
positiv korrelasjon mellom hjertets form, og dets slagvolum og funksjon. Blant annet ble det
konkludert med at hjertet hos oppdrettsfisk er rundere enn de man finner i villaks og at vinkelen
mellom den ventrikuleere aksen og aksen til bulbus arteriosus er spissere i villfisk enn hos
oppdrettsfisk. Ogsa annen litteratur underbygger at unormal hjertemorfologi er et utbredt
problem som over lang tid har blitt oversett i oppdrett av laksefisk, som studiene til Mercier et
al. (2000) for oppdrettet brungrret (Salmo trutta L.) og Brocklebank & Raverty (2002) for
oppdrettet atlantisk laks.

Biologien til atlantisk laks har stor forskningsinteresse som fglge av dens komplekse
livshistorie og gkonomiske verdi, likevel mangler mye kunnskap om de underliggende
faktorene som farer til svake hjerter. De relativt nye funnene til Frisk et al. (2020) foreslar at
det er en sammenheng mellom smoltproduksjonsregime og hjertehelse. For a bedre fiskevelferd
og lgnnsomhet er det derfor ngdvendig a sette sgkelyset pa hvordan produksjonsstrategier
pavirker hjertehelse og ytelse hos oppdrettslaks. Formalet med denne studien er & avdekke om
smoltifisering indusert via fotoperiodemanipulering eller ved bruk av saltfor pavirker utvikling

av hjertet og viktige smoltkarakterer hos atlantisk laks.

1.2 Hjertets fysiologi og funksjon som del av

sirkulasjonssystemet

Sirkulasjonssystemet i fisk sin rolle er a levere blod til vev hvor det kan forega utveksling av
gasser og et utvalg molekyler. Blodet transporterer oksygen fra gjellene til vev, og
karbondioksid i motsatt retning. Neeringsstoff som tas opp fra mage/tarm transporteres til lever
og videre til andre organer i kroppen, samtidig som avfallsstoff fra metabolismen transporteres
fra vev til deres ekskresjonssteder. Sirkulasjonssystemet er bygget opp av fire essensielle
hovedkomponenter, hvorav hjertet er den ene, sammen med blodarer, blodet og et overordnet
kontrollsystem (Gamperl & Holly, 2014). | laks, som i annen fisk, er hjertet lokalisert ventralt
i fisken, anterior for pektoralfinnene inne i det perikardiale hulrommet. Hulrommet er formet
av en membrangs sekk (perikardet) som folder seg innover og omgir hjertet. Perikardet sekrerer
veesker som bader hjertet, og varierer mellom arter i stivhet og i hvilken grad det er festet til
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tilhgrende strukturer (Gamperl & Holly, 2014) og er viktig for fylling av blod til hjertet
(Jobling, 1995).

Hjertet er en muskuleer pumpe som flytter blodet rundt i kroppen, og tradisjonelt har det blitt
beskrevet at hjertet er bygget opp av fire rom som ligger etter hverandre og danner en S-form;
sinus venosus, atrium, ventrikkel og bulbus arteriosus (Figur 1) (Kryvi & Poppe, 2016). | senere
tid har det oppstatt en alternativ beskrivelse av hjertets oppbygging med tre rom; sinus venosus,
atrium og ventrikkel, i tillegg til en overgang mellom hjertet og ventrale aorta, Outflow Tract
(Icardo, 2012). Rommene er arrangert i en serie, hvor blodet fgrst strammer inn i sinus venosus,
som har en sekklignende struktur med tynne vegger, og har som funksjon a samle opp blod og
la det passere videre til atrium. Mellom de ulike rommene er det klaffer, som hindrer at blodet
kan stremme tilbake. Atrium bestar av tynne vegger med et tynt lag hjertemuskel. Ettersom
atrium fylles med blod vil det utvide seg etterfulgt av en kontrahering av musklene i atrieveggen
som farer til at blodet presses videre til ventrikkelen, som er det sterste av de fire rommene
(Gamperl & Holly, 2014) og gjer opp 65 — 85 % av den totale hjertevekten (Jobling, 1995).

Ventrikkelen er hovedpumpen i hjertet og er den delen av hjertet som viser stgrst variasjon i
starrelse, form og blodareforgreining mellom arter (Kryvi & Poppe, 2016). Pyramideformede
hjerter med en spiss topp er generelt mest utbredt blant aktive arter som hos laksefamilien,
makrellfamilien, og hai (Gamperl & Holly, 2014). Ventrikkelen bestar av tykke vegger med
mye muskler, noe som er ngdvendig for & skape den kraften som er ngdvendig for & presse
blodet ut fra hjertet via ventrale aorta, til gjellene og videre forsyne organ og vev med blod.
Ventrikkelveggen er delt inn i et ytre kompakt lag og et indre svampaktig lag (Kryvi & Poppe,
2016).

Bulbus arteriosus fungerer som en overgang mellom hjertet og ventrale aorta, og kan anses som
en fortykkelse av ventrale aorta (Kryvi & Poppe, 2016). Veggen er bygget opp av elastisk vev
ispedd glatte muskelfibre og forsynt med klaffer som hindrer tilbakestramming. Bulbus
arteriosus er relativt fleksibel, og fungerer som en trykk-utjevner ved a omdanne det pulserende
trykket som skapes i ventrikkelen til et mer jevnt og konstant trykk ut til ventrale aorta og videre
til gjellene (Kryvi & Poppe, 2016). Bulbus arteriosus er hvit og skiller seg klart fra de andre

mgarke/rade delene av hjertet.
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Figur 1. Hjerte delt medialt. Fremstilling av hjertets fire rom; sinus venosus (1), atrium (2), ventrikkel (3) og bulbus
arteriosus/OFT (4). Hjertet ligger i perikardialhulen (a), bakre vegg er deler av septum transversum (b), ventrikkelen
(c) er fremstilt med et ytre kompakt lag (c) og et indre svampaktig lag (d). lllustrasjon fra (Kryvi & Poppe, 2016).

1.3 Miljgeffekter pa hjertets form og funksjon
Hjertemorfologi pavirker hjertets funksjon (Poppe et al., 2003; Frisk et al., 2020). Dette er

interessant da man vet at hjertet til laksefisk har vist hgy grad av plastisitet i kontakt med
endrende miljgmessige- og fysiologiske krav. Hjertevekst kan skje gjennom produksjon av nye
celler (hyperplasi) eller gkning i starrelse av eksisterende celler (hypertrofi) (Gamperl & Farrel,
2004). I motsetning til hos pattedyr, hvor hjertevekst er assosiert med hjertesvikt (Lloyd-Jones
et al., 2002), er det ikke ngdvendigvis slik for fisk. Ved enkelte situasjoner vil fisk gjennomga
adaptiv hjertevekst, som ved sesongmessig kuldeakklimatisering (Klaiman et al., 2011) eller
kjgnnsmodning (Franklin & Davie, 1992), hvor gkt hjertevekst farer til gkt ytelse og
pumpekapasitet (Graham & Farrell, 1989).

Flere tilfeller viser gkt ventrikkelstarrelse for fisk som eksponeres for, og akklimatiserer til
sesongmessige lave temperaturer (Driedzic et al., 1996; Vornanen et al., 2005). Dette har
sannsynligvis en sammenheng med at ventrikkelen far en redusert kontraksjonsevne (Gamperl
& Farrel, 2004) og at blodet blir mer viskgst under kulde, noe som péfarer hjertet gkt belastning
(Gamperl & Holly, 2014). @kt ventrikkelmasse kan muligens kompensere for det gkte
arbeidskravet, og anses for a veere fysiologisk (adaptiv) hjertevekst i mgte med endrende miljg.
Blant annet har Vornanen et al. (2005) vist en gkning pa 32,7 % i relativ hjertemasse for fire

ukers kuldeakklimatisering (4 °C) sammenlignet med varmeakklimatisering for regnbueeorret.
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Kortisol er et viktig stresshormon i teleoster og er blitt vist & indusere patologisk hjertevekst
som er assosiert med nedsatt funksjon (Johansen, et al., 2011; Johansen et al., 2017; Ngrstrud
et al., 2018). Kortisol spiller ogsa en viktig rolle under smoltifisering, og sekreres i
blodsirkulasjonen som en respons pa gkende daglengde om varen, gjennom lys-hjerne-
hypofyseaksen. | forbindelse med smoltifisering er kortisol derimot helt ngdvendig, og er viktig
for utvikling av smoltkarakterer (Stefansson et al., 2008).

Det er ogsa blitt vist at mosjonering av atlantisk laks stimulerer til hjertevekst (Hochachka,
1961; Gallaugher et al., 2001) som er regnet for a veere adaptiv, der medium intensitet hadde
11,1 % hgyere relativ ventrikkelstagrrelse sammenlignet med kontroll, og fisk mosjonert pa hgy
intensitet har vist 19,4 % hgyere relativ ventrikkelstarrelse sammenlignet med kontroll (Castro
et al., 2013). Blant annet ble hgy-intensitet-gruppen, gjennom genuttrykk av bestemte gener,
tilegnet forhgyet kontraktil evne og et mer effektivt blodtransportsystem, og det ble konkludert
med at en hgyere relativ ventrikkelmasse som fglge av trim gker fiskens robusthet, og muligens
gker kardiovaskular kapasitet for a tilfredsstille kravene til vekst og aktivitet.

For & fa en bedre forstaelse av hvordan dagens oppdrettsregime pavirker hjertet til atlantisk
laks, vil det veere viktig & identifisere mekanismene som skiller adaptiv hjertevekst fra
patologisk hjertevekst. Blant annet er intensiv smoltproduksjonen, som har blitt fremtredende i
neringen, assosiert med endret hjertemorfologi og nedsatt funksjon (Frisk et al., 2020). Det er
0gsa vist at fotoperiode kan pavirke den plastiske effekten som temperatur har pa hjertet, ved
at regnbuegrret holdt pa 12H lys/12H mgrke har ingen, eller lavere grad av gkning i
hjertestarrelse (< 15 %) ved eksponering for ulike temperaturer (Keen et al., 1993; Keen &
Farrell, 1994; Sephton & Driedzic, 1995; Aho & Vornanen, 2001). Det er ogsa kjent at hjertet
til atlantisk laks vokser mye under smoltifisering (Leonard & McCormick, 2001), og det er

derfor viktig a kartlegge hvordan faktorer som fisken er eksponert for under

smoltifiseringsprosessen pavirker hjerteutviklingen.

1.3.1 Hva kjennetegner et sterkt hjerte

Det kan veere vanskelig a beskrive hva som kjennetegner et sterkt og robust hjerte, da studiene
som er nevnt ovenfor demonstrerer at ulike livsstadier (e.g. kjgnnsmodning) og miljg (e.g.
temperatur) setter krav til, og former ulik hjertemorfologi. Likevel er det noen generelle
karakteristikker som har vist a ha stor pavirkning pa hjertets funksjon nar det gjelder oppdrett
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av laksefisk. Studiene til Poppe et al. (2003) har vist at hjertene til oppdrettslaks avviker fra de
pyramideformede hjertene man finner i villaks ved at de er rundere, og at bulbus arteriosus har
en mer spiss utgangsvinkel fra ventrikkel. Det ble ogsa funnet at disse var overrepresentert blant
fisk som ikke handterte stressende behandingsoperasjoner. Lignende funn er i senere tid blitt
stottet av en rekke forfattere (Claireaux et al., 2005; Brijs et al., 2020; Frisk et al., 2020) og det
er blitt vist at hjerteform er neert knyttet til hjertets funksjon. Starrelse er derimot en darligere
indikator, da bade store og sma hjerter kan gi redusert funksjon (Poppe et al., 2003; Johansen
etal., 2017).

Det er pekt pa en rekke utviklingstrekk som skiller adaptiv- fra patologisk hjertevekst hos
pattedyr (Ngrstrud et al., 2018). Ved & anta at disse ogsa er gjeldende for atlantisk laks vil
adaptiv hypertrofi vaere assosiert med utvidelse av kapillerarenettverket, normal arkitektur og
organisering av hjertestruktur og normal eller gkt pumpekapasitet. P4 en annen side vil
patologisk hjertevekst vare assosiert med fibrotisk remodellering, redusert pumpekapasitet og
at hjertet vokser uten at kapilleerarenettverket utvikles (Nerstrud et al., 2018).

1.4 Smoltifisering

1.4.1 Morfologiske, fysiologiske og adferdsmessige endringer

Atlantisk laks er en anadrom fiskeart. Det innebarer at den starter livssyklusen i ferskvann far
den senere i livet migrerer til sjgvann som ungfisk, for lenger eller kortere perioder (Bjornsson
et al., 2011). En anadrom strategi gir muligheten til & dra nytte av to vidt forskjellige
gkosystemer, hvor elva er et trygt sted for gyting med fa predatorer, og en migrasjon til havet
gir rikelig tilgang pa nering for vekst og reproduksjon. For vill atlantisk laks vil ikke en
adaptasjon til det marine miljg forekomme far fisken har oppholdt seg i ferskvann i hvert fall
et ar (Stefansson et al., 2008), hvor det ofte kreves en lengde pa 10 — 15 cm (McCormick &
Saunders, 1987). Prosessen der laksefisk utvikler sjgvannstoleranse, i tillegg til en rekke andre
egenskaper, heter parr-smolt transformasjon, eller smoltifisering. Smoltifisering innebaerer en
rekke uavhengige, men koordinerte endringer (Stefansson et al., 2008) som utvikler seg over
en periode pa 1 — 2 maneder, som regel pa varen (McCormick & Saunders, 1987). Endringene
som denne utviklingen medfarer er morfologiske, fysiologiske og adferdsmessige (McCormick
& Saunders, 1987) og innebarer gkt sjgvannstoleranse, sglvfarging, maerkere finnekanter, gkt
lengdevekst og en tynnere kroppsfasong (redusert kondisjonsfaktor), metabolske forberedelser

og en migratorisk adferd (McCormick, 2012). Blant annet forekommer det fysiologiske og
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biokjemiske endringer i muskel, som kan vere ngdvendig for migrasjon og svemmekapasitet.
Vill atlantisk laksesmolt viser 70 % gkning i relativ ventrikkelmasse om varen, et fenomen som
er fraveerende hos parr under de samme forholdene (Leonard & McCormick, 2001). Dette
indikerer at hjertevekst, og muligens ogsa de underliggende mekanismene som initierer
hjertevekst under smoltifisering, er av betydning. Disse mekanismene er imidlertid darlig
kartlagt, og hvorvidt oppdrettsfisk falger det samme vekstmgnsteret under kunstige forhold, og

hvordan hjertevekst reguleres, bar tildeles mer oppmerksomhet.

En av de mest karakteristiske egenskapene til smolt er dens adaptasjon til sjgvann (Prunet et
al., 1989), noe som innebarer evnen til & hypo-osmoregulere. Dette er ngdvendig da laksefisk,
som andre teleoster, ma opprettholde et osmotisk trykk i ekstracellulervaeska pa 260 — 360
mOsm kg (Stefansson et al., 2008), uavhengig av det osmotiske trykket til det omgivende
miljget. Den gkte sjgvannstoleransen er en faglge av endringer i de viktige osmoregulatoriske
organene; gjellene, mage/tarm og nyre, hvor en gkning av spesifikke ione-transportere som
Na'/K* -ATPase, Na‘/K*/Cl- kotransporter og apikal Cl-er viktig (McCormick, 2012). Disse
tilpasningene gjer at fisken kan reversere det passive tapet av vann og det ugnskede opptaket
av ioner ved a drikke sjgvann for & absorbere vann i tarmen, og skille ut salter (Na* og Cl) over

gjellene (Stefansson et al., 2008).

1.4.2 Smoltifisering i naturen

Fra naturen er smoltifisering tidsbestemt med basis i endogene rytmer, og miljgsignaler
fungerer som viktige «zeitgebers» for & synkronisere og fullfare smoltifiseringen (Stefansson
etal., 1991;McCormick, 2001). Det er generelt akseptert at fotoperiode er den viktigste enkelte
miljgdeterminanten for timing av smoltegenskaper, bade fysiologiske og adferdsmessige (Hoar
1988), hvor et kort-dag signal om vinteren etterfulgt av gkende fotoperiode/dggnlengde om
varen igangsetter smoltifiseringsprosessen (McCormick et al., 2000). En rekke forfattere har
foreslatt at fotoperiode er viktig for a gke aktivitet i fisken, og gi den en gkt sensitivitet ovenfor
andre miljgmessige signaler som initierer migrasjon (McCormick et al., 1998), som

vanntemperatur, stram og turbiditet (McCormick, 2012).

Miljgmessige endringer overfgres gjennom sensoriske prosesser til nevroendokrine responser i
hjernen, som deretter kontrollerer hypofysefunksjon og til slutt fysiologiske responser gjennom
endokrine akser (Stefansson et al., 2008). Utvikling av smoltegenskaper involverer et samspill
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mellom flere endokrine systemer, inkludert stimulering av GH-IGF-1-systemet, kortisol- og
tyroideahormoner, og inhibering av prolaktin (Bjornsson, 1997). Bade veksthormon (GH) og
kortisol far en signifikant gkning i lgpet av smoltifiseringsprosessen og er viktig for at fisk skal
utvikle osmoregulatoriske egenskaper. En oppregulering av tyroideahormoner er ogsa vist
under smoltifiseringsprosessen, og er sannsynligvis viktig for utvikling av sglvfarging og
migratorisk adferd (Bjornsson et al., 2011). Metodene som benyttes for smoltindusering i
neringen i dag etterligner ikke ngdvendigvis de ytre miljgfaktorene som induserer
smoltutvikling for villfisk i naturen. Blant annet er det blitt populeert & benytte saltfor for &
indusere smoltifisering. Hvorvidt en slik metode gir en tilsvarende respons som fotoperiode
har, for eksempel knyttet til endokrine endringer og reguleringer, er det til dags dato ingen

arbeider som har vist.

1.4.3 Kommersiell smoltproduksjon

Under kommersiell smoltproduksjon har det tradisjonelt blitt brukt et naturlige lysstimuli. |
nyere tid, etter innfgringen av kunstige lysprogrammer, har det derimot blitt mulig & manipulere
fotoperiode, uavhengig av de sesongmessige naturlige variasjonene. Manipulering av
fotoperiode praktiseres ved at fisken blir utsatt for et 6 — 8 ukers langt vintersignal (6 — 12H
lys), etterfulgt av et var-signal med kontinuerlig lys (24H lys) over en periode som kan vere
typisk 6 uker. Overgangen fra vinter (kort dag) til var (lang dag) er ment & simulere den
naturlige overgangen mellom vinter og var som skjer i naturen, og som initierer smoltifisering
i villfisk. Nar det gjelder lysstyring er det flere protokoller som benyttes, og lysstyringen har
endret seg noe. Det er blitt vanlig a benytte sa kort vinterperiode som mulig, og med sa mye lys
som mulig, under «vinterdagene». Innfgringen av de kunstige lysprogrammene har gjort at det
har blitt sterre fleksibilitet i produksjon av smolt, hvor smolt kan settes i sjg hele aret — ikke

bare om varen. Dette har fart til en mer stabil biomasse i sjg (Bergheim et al., 2009).

Forsgk som har blitt gjennomfart pa atlantisk laks viser at parr som er utsatt for et naturlig
lysregime har en signifikant lavere tilvekst sammenlignet med parr som er utsatt for
kontinuerlig lys fra manedene november til februar. Derimot viste fisken som var satt pa
kontinuerlig lys darlig saltvannstoleranse ved eksponering for saltvann (37,5 %), og det ble
konkludert med at denne fisken ikke var smoltifisert, til tross for at den hadde smoltlignende
utseende og var tilsynelatende stor og frisk (Saunders et al. 1985). Likevel, sannsynligvis

motivert av funnene om at fisk som er holdt pa kontinuerlig lys vokser raskere enn fisk som
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gjennomgar vintersignal, ble det undersgkt muligheter for a produsere smolt under kontinuerlig
lys. Det ble funnet at bruk av salter i dietten gkte Na‘/K* ATPase — aktiviteten i gjellene og
forbedret saltvannstoleransen i flere laksefisk, blant annet regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss
Walbaum) (Salman & Eddy, 1987; Perry et al., 2006) og atlantisk laks (Basulto, 1976; Duston,
1993). Disse funnene viste at det er mulig a produsere saltvannstolerant fisk uten bruk av
mgarkestimuli, noe som vil vere fordelaktig da kontinuerlig lys gir hayere tilvekst (Stefansson,
1989) pa grunn av at atlantisk laks er avhengig av a visuelt se maten for a kunne spise (Ali,
1959; Thorpe et al., 2006). Praktiseringen av salter i dietten er blant annet blitt realisert gjennom

SuperSmolt FeedOnly, og senere ogsa andre aktgrer som Biomar sitt Intro Tuning Feed.

1.4.4 Vurdering av smoltstatus

Smoltstatus kan vurderes ut fra en rekke parametre som reflekterer fiskens evne til a
osmoregulere, morfologi og/eller endokrin status (Strand et al., 2018). | senere tid har det blitt
vanlig & bruke alternative metoder, hvor man indirekte maler saltvannstoleranse gjennom
undersgkelser av gjellene. Dette kan gjgres gjennom analyser av Na*/K* ATPase, som er en
enzymgruppe som er viktig for ionetransport i gjellene til laks. Endringer i aktiviteten eller
mengden av disse er tradisjonelt en anerkjent indikator pa fiskens sjgvannstoleranse og

smoltifisering (McCormick et al., 2013).

Utviklingen av distinkte isoformer av den a-katalytiske underenheten til Na*/K* ATPase hos
laksefisk blitt identifisert (Richards et al., 2003), og vist & falge et forutsigbart mgnster gjennom
smoltifiseringsprosessen, der a-la NKA isoformen (ferskvannsATPase) er assosiert med
ferskvannsfasen og o -1b NKA isoformen (saltvannsATPase) er assosiert med sjgvannsfasen
(McCormick et al., 2009; McCormick et al., 2013). P& bakgrunn av disse funnene har det blitt
utarbeidet et analytisk verktey fra PHARMAQ Analytig som kalles SmoltVision. Analysene
gjennomfares ved a male uttrykk av tre gener fra kloridcellene i gjellene, som alle er tett
forbundet med endringer som skjer i gjellene til laks under smoltifiseringsprosessen. Analysen
skiller mellom ferskvannsATPase og saltvannsATPase i tillegg til en annen ionetransporter,
Na*/K*/CI" co-transporter (NKCC1a), ogsa kalla kofaktor. | falge PHARMAQ Analytiq anses
fisken som saltvannstolerant sa lenge uttrykket av saltvannsATPase er hgyere enn for
ferskvannsATPase (SW/FW ratio > 1). At fisken blir bestemt & vare sjgvannstolerant

forutsetter ogsa at kofaktor ligger innenfor sitt normale uttrykksomrade, noe som indikerer at
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det ikke er forstyrrelser pa gjeller eller smoltifiseringsprosess (personlig kommunikasjon,
Gamlem. 1., (produktsjef smolt, PHARMAQ Analytig AS)).

1.5 Formalet med oppgaven

Hovedmal:

Hovedmalet med studien er & avdekke om smoltifisering indusert via fotoperiodemanipulering

eller ved bruk av saltfor pavirker utvikling av hjertet og viktige smoltkarakterer hos atlantisk

laks.

Delmél:

1)

2)

3)

4)

5)

Hvilke effekter har saltfor- og fotoperiodebehandling pa morfologiske og molekylere

indikatorer pa smoltutvikling 0g sjgvannstoleranse?

Er det forskjell/effekter i uttrykk av gener som er sentrale for vekst, funksjon og
angiogenese i hjertet hos laks som smoltifiseres ved bruk av saltfor eller

fotoperiodebehandling?
Irisin er en «ny» regulatorisk faktor som har viktige funksjoner i hjertet hos en rekke
dyr(emodeller): Uttrykkes irisin i hjertet hos laks, og er uttrykket pavirket av

smoltifisering som induseres via saltfér eller fotoperiodebehandling?

Hvordan pavirkes hjertevekst, relativ hjertestarrelse, og hjerteform hos laks som

smoltifiseres ved bruk av enten saltfér eller fotoperiodebehandling?

Hvilke effekter har saltfor- og fotoperiodebehandling pa ytelse (vekst og dadelighet) i

sjefasen?
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2 Materialer og metoder

2.1 Forsgksfisk og produksjonslokalitet(er)

Forsgket ble gjennomfart pd Bremnes Seashore sitt settefiskanlegg ved Trovag i Vindafjord,
Rogaland. Anlegget ble bygget i perioden 2017 - 2020 og bestar av syv avdelinger inkludert
klekkeri, startféring 1 (0,2 - 0,5 g), startféring 2 (0,5 -5 g), hall 0 (5 — 40 g), hall 1 (40 - 120
g), hall 2 (120 — 500 g) og hall 3 (120 — 500 g). De tre farste avdelingene benytter
gjennomstrgmming og de resterende fire benytter RAS. Ved farste og andre uttak var fisken i
hall 1, der er det totalt 12 sirkulaere kar med et volum pé& 339 m® hver og vannflow pa 160 000
L/min. Forsgksfisken ble overfart til nye kar i hall 3 i perioden 23.11 — 17.12.20, slik at fisken
var i hall 3 ved de to siste uttakene (Figur 2). I hall 3 er det totalt 10 sirkulzere kar med et volum
pa 706 m3 og vannflow pa 2 200 000 L/min. Gjennomsnittlige verdier for et utvalg parametre
for vannkvalitet er presentert i tabell 1, og en mer detaljert utvikling av temperatur og salinitet

er presentert i appendiks (Figur Al og A2).

Tabell 1. Gjennomsnittlige verdier for vannkvalitet gjennom forsgksperioden for perioden fisken var i hall 1 og
perioden fisken var i hall 3. Verdiene for hall 1 er gjennomsnittsverdier fra perioden 14.10-2020 (farste uttak) il
17.12.2020 (tidspunktet da all fisk var overfart bort fra hall 1) og verdiene for hall 3 er fra perioden 23.11-2020
(tidspunktet da farste fisk var overfart til hall 3) til 09.03-2021 (siste uttak).

Temperatur (°C) | pH Oksygen- Salinitet (%)

metning (%o)

Hall 1 12,80 + 0,95 7,16 + 0,08 83,11+ 2,76 0,13 + 0,04

Hall 3 11,29 +£1,09 7,17 £ 0,05 85,08 + 5,30 11,75+ 0,19

Ferskvannet som benyttes i produksjonen kommer fra Malasetvatnet og er UV-desinfisert.
Sjgvatnet er desinfisert med KBAL® (vakuum) og UV. | dag har Trovag produksjonstillatelse
pa 6000 tonn per ar, og det produseres smolt (postsmolt) med en snittvekt pa omtrent 500 g.
Fisken ble klekket fra rogn fra Mowi-stammen og ble levert av Mowi Norway AS, avdeling
Tveitevag. Fra startforing til oppstart av forsgket ble yngelen gitt kontinuerlig lys og et
foringsregime styrt etter appetitt. Fisken ble vaksinert (Alphaject Micro 6, 1 dose (0,05 ml);
Alpha ERM salar, 1 dose (0,025 ml); Clynav, 1 dose (0,05 ml)) da den var 50 - 60 g, og deretter
fordelt i ulike kar som la grunnlaget for inndelingen av de ulike forsgksgruppene som ble fulgt
gjennom forsgket. Gjennom studien er fisken blitt fulgt fra parr med en snittvekt pa omtrent 70

g (farste uttak — 14 - 15. oktober 2020) til utslakt med en snittvekt pa 5,3 kg (mars - april 2022).
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Det innebarer at de samme gruppene har blitt fulgt i kommersiell skala bade i ferskvannsfasen
pa settefiskanlegg og videre etter utsett i sjg pa Bremnes Seashore sin matfisk lokalitet

Hattasteinen pa Bemlo, Hordaland.

2.2 Forsgksdesign

| forsgket ble fisken delt inn i to behandlingsgrupper: en gruppe som ble smoltifisert ved bruk
av manipulering av fotoperiode (fotoperiode-gruppen), og en gruppe som ble smoltifisert ved
bruk av salter i dietten (saltfér-gruppen). Hver gruppe hadde tre replikater/enheter (n = 3) av
atlantisk laks hvor hver enhet (kar/merd) inneholdt omtrent 70 000 fisk. Fotoperiode-gruppen
besto av kar 109, 111 og 112 og saltfor-gruppen besto kar 101, 105 og 108. Karene ble tilfeldig
plassert i samme hall. En oversikt over gruppene er vist i tabell 2.

Tabell 2. Inndeling av forsgksgruppene, antall og snittvekt ved forsgksstart pa Trovag og merd nummer, dato for
utsett og antall ved utsett i sj@.

Kar nr.ved |Kar nr. |Antall Snittvekt Merd nr. | Dato for |Antall
start i hall 3 |v/forsgksstart | v/forsgksstart |i sjg utsett sjg | v/utsett sjo
Fotoperiode

Kar 109 310 71961 72,8 12 23.03.21 |69 208

Kar 111 306 72 013 60,8 4 16.03.21 |71164

Kar 112 304 72 046 68,1 9 23.03.21 |70941
Saltfér

Kar 101 305 75718 63,4 5 16.03.21 |74 463

Kar 105 308 72 120 83,8 11 24.03.21 |71 139

Kar 108 303 72981 67,1 8 21.03.21 |71598

Foret som ble benyttet i forsgket er levert av biomar. I hall 1 ble saltfér-gruppen foret med Orbit
CPK 40 frem til 09.11.20, deretter ble de féret med Intro Tuning 100 (tilsatt salter) fram til
flytting til hall 3 (23 — 29.11.20 for saltfér-gruppen — se appendiks tabell Al). Fotoperiode-
gruppen ble foret med Orbit CPK40 hele tiden den var i hall 1. I hall 3 ble gruppene foret med
det samme foret, Orbit EX 100, frem til fisken var omtrent 300 g, deretter gikk de over pa Orbit
EX 500. Det ble féret etter appetitt.

Fotoperiode-gruppen ble fra oppstart av forsgket (15.10-2020) satt pa en vinterperiode (12H
lys/12H marke) i 6 uker etterfulgt av en varperiode med kontinuerlig lys (24H lys) i 6 uker.
Saltfér-gruppen ble satt pa kontinuerlig lys i 12 uker. De siste ukene far utsett ble begge

gruppene satt pa vintersignal (12H lys/12H mgrke) for & unnga tidlig kjgnnsmodning i sjgfasen.
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Fisken ble overfart til sjg omtrent ved varjevndggn for & unnga degnrytme-endring ved utsett i

Sj@.

Periode fra
klekking til Smoltifiseringsperiode oppfelging Sjgfase

forspksstart

14-15.10-20 19-20.11-20 04-06.01-21 08-09.03-21

6 uker 6 uker > 6 uker

» Saltfor-

gruppen
I I

I I N .
Fotoperiode-
gruppen
ferskvann

Hall 3: brakkvann (11-12 %o)

For: saltfor- Intro
gruppen . tunirg
For: fotoperiode-

gruppen

09.11.20

29.11.20
23.11.20

Figur 2. Flytskjema som illustrerer de ulike fasene som fisken har gjennomgatt, tidspunkt for praveuttak, lysstyring
for ved de ulike smoltinduseringsregimene og eksponering for ferskvann og brakkvann. Det er ogsa presentert
perioden hvor saltfér-gruppen fikk intro tuning fér. De ulike enhetene ble overfart fra ferskvann (hall 1) til
brakkvann (hall 3) i Igpet av perioden 23.11 — 17.12.20, derfor er det en overlapp mellom hall 1 og hall 3 hvor det
i lapet av overfgringsperioden var fisk i begge hallene (appendiks Tabell Al). Figuren illustrerer en akutt
overgang fra settefiskanlegg til sjgfase etter siste uttak, i realiteten ble de forskjellige karene overfart til sjg i
perioden 16.03 — 23.03.2021 (Tabell 2). Viktige tidspunkt (datoer) i forbindelse med gjennomfgringen er lagt inn i
figuren.

2.3 Oppsett og praktiske forhold i sjgfasen

Etter settefiskfasen ble fisken satt ut pa Bremnes Seashore sin matfisklokalitet, Hattasteinen pa
Bemlo. Her ble de overfart til merder hvor replikatene ble plassert slik at eventuelle
stressfaktorer (lusepaslag, strem, daglig drift etc.) skulle pavirke begge gruppene tilnzermet likt.
Dato for utsett i sj@ er presentert i tabell 2, og oversikt over plassering av merdene er presentert

i appendiks (Figur A3).
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Praktiske forhold som tidspunkt for overfering til sjg og slakt, samt stressende
avlusingsoperasjoner, ble forsgkt a gjeres sa likt som mulig for behandlingsgruppene. Dette
innebeerer at utsett og slakt etter beste evne ble gjort slik at det ble satt ut eller slaktet en enhet
fra fotoperiode-gruppen og en enhet fra saltfér-gruppen samtidig (i praksis ble det gjerne 1-2
dager i forskjell). 1 og med at avlusing kan virke stressende for fisken, og medfarer sultedager
I forkant (ofte 4) samt svakere fisk med redusert appetitt i dagene etter — ble avlusing organisert
pa samme mate. Altsa, ved avlusing ble alltid en merd fra fotoperiode-gruppen og en fra saltfor-

gruppen behandlet samtidig (under samme operasjon).

Synkronisering av utsett, behandlinger, sultedager og slakt medfgrer at behandlingsgruppene
hadde et tilneermet likt antall foringsdager (gjennomsnitt + std) - med 327,67 + 32,33 dager for
fotoperiode-gruppen, og 328 + 31 for saltfér-gruppen. Likt antall féringsdager er en viktig

forutsetning for & kunne sammenligne gruppenes tilvekst.

Fisken ble foret fra foringssentral, og dette ble gjort uten at operatarene pa foringssentralen var
oppmerksom pa hvilke merder som tilhgrte hvilken gruppe. Likevel visste de at fisk fra
lokaliteten var del i et forsgk. Slaktedata er hentet fra slakteriet til Bremnes Seashore, og

dataene representerer all slaktefisk fra de respektive merdene.

2.4 Prgveuttak

Det ble gjennomfart totalt fire prgveuttak fra behandlingsgruppene i lgpet av perioden fisken
var pa RAS-anlegget pa Trovag (Tabell 3). Det forste uttaket ble gjort like far
forsgket/lysstyringen startet, noe som medfgrer at gruppene var behandlet likt fram til dette
tidspunktet. Etter at farste proveuttak var gjennomfgrt startet den ulike

smoltinduseringsbehandlingen, som forklart og illustrert over.

Tabell 3. Oversikt over tidspunkt for prgveuttak.

Gruppe: Uttak Dato
Fotoperiode 14.10.2020
Saltfor 1 15.10.2020
Fotoperiode 19.11.2020
Saltfor 2 20.11.2020
Fotoperiode 04-05.01.2021
Saltfor 3 05-06.01.2021
Fotoperiode 08.03.2021
Saltfor 4 09.03.2021
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Fisk ble tatt opp fra deres respektive enheter ved bruk av hav, og ettersom fisken ble starre og
flyttet til avdeling med starre kar ble det benyttet en sterre, nedsenkbar hav. Da det skulle tas
ut 25 fisk fra hvert kar (15 til gPCR + 10 til histologi) ble det tatt ut fisk i tre omganger per kar.
| farste og andre omgang ble det tatt ut henholdsvis 7 og/eller 8 fisk om gangen for de som
skulle pa RNA-Ilater for gPCR-analyse og deretter 10 for de som skulle pa formalin til histologi.
Ved a gjere det pa denne maten ble det sgrget for at hjertene ble satt pa RNA-later innen 30
minutter etter at fisken ble avlivet. Det ble havet et tilfeldig utvalg fisk som ble overfart til en
bgtte med vann (omtrent 10 L) som var tilsatt 25 mL benzokain (stock: 100 g/L in 96 %
ethanol). Dette gjorde at fisken var avlivet innen den var transportert opp til laboratoriet for
maling og disseksjon. Det ble arbeidet kaldt gjennom hele prosessen, hvor fisk ble lengdemalt,
veid og fotografert fortlgpende ettersom de ble plukket ut av bgtta. Videre ble de lagt i
rekkefglge i en form/et kar hvor temperaturen ble holdt nede ved hjelp av kaldt vann, isbiter og
kjaleelementer frem til disseksjon. All fisk (25 per kar per uttak = totalt 600 stk) legger grunnlag
for vekt, lengde, hjertebilder og helfisk-bilder. Av disse ble 360 brukt til analyse av genuttrykk
fra hjertet (15 per kar per uttak) med qPCR, scoring av synlige morfologiske smoltkarakterer

og SmoltVision-analyse.

2.4.1 Veiing, lengdemaling og fotografering av fisk

Det ble benyttet en vekt beregnet for laboratoriearbeid fra Ohaus (Valor™ 2000W Series) 0g
malingene ble bestemt til naermeste gram. Fisken ble lengdemalt fra snutespiss til enden av
halefinnens midtstrale (gaffellengde), og ble bestemt til neermeste millimeter. Hver fisk ble
deretter overfart til et fotograferingsoppsett hvor fisken ble fotografert ovenfra mens den var
liggende pa siden, slik at fiskens venstre lateralside ble avbildet. Bildene ble tatt med iPhone
11 pro. Pa fotograferingsoppsettet var det montert pa lys slik at det var lik belysning ved hvert

uttak. Kamera var fastmontert, noe som sikret en lik vinkel pa alle bildene.

2.4.2 Disseksjon, veiing, fotografering og oppbevaring av hjertet

Disseksjon av hjertet ble gjort ved a legge fisken med dens ventrale side opp, og forsiktig skjeere
opp buken fra posterior til anterior, med inngang i gattet. Deretter ble hjertet tatt ut av fisken
ved a kutte bulbus arteriosus i overgangen mellom bulbus og ventrale aorta ved bruk av en saks.
Ved a forsiktig dra ut hjertet ble overgangen mellom sinus venosus og atrium brytt (i noen
tilfeller ved hjelp av saks), slik at hjertene som ble tatt ut var bestaende av bulbus arteriosus,
ventrikkel og atrium. Etter disseksjon ble hjertet vasket med sterilt vann og det ble brukt et
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tarkepapir for a terke bort blod. For a temme ventrikkelen for blod ble hjertet trykket lett ned
mot et papir slik at blodet ble presset ut av hjertet. Deretter ble hjertet overfart til
kameraoppsettet (der kontaktoverflaten ble holdt kjelig ved hjelp av kjgleelement mellom
fotograferingene) hvor hjertet ble avhildet ovenfra og liggende pa siden (Figur 3). Videre ble
hjertet overfart til et 15 mL sterilt VWR sentrifugerer fylt med 5 mL RNA-later (R0901 Sigma
Aldrich). Hjertene ble veid ved a finne differansen av prgveglasset fylt med RNA-later far og
etter at hjertet ble overfart til glasset. Veiing av hjertet ble gjennomfert med en
mikroanalysevekt med veierom fra Sartorius (Sartorius ENTRIS124i-1S; malengyaktighet
naermeste 0,1 mg) gitt i milligram. Som beskrevet av leverandgr av RNA-later, ble pravene satt
I kjgleskap i et degn fer de ble nedfryst (-20 °C) inntil arbeidet med RNA-ekstraksjon startet.
Forsendelse av prevene fra Trovag til Norges Fiskerihggskole ble gjort med flyfrakt fra Bring
Express (over natten), hvor prgvene var pakket i isolerende isoporbokser med fryseelement.

Pakkingen ble gjort av ansatte ved Trovag.

2.5 Beregning av biomorfometriske indekser

Spesifikk vekstrate
Spesifikk vekstrate (SGR) er et uttrykk for den daglige vektakningen. SGR kan beregnes med
felgende formel, der V1 og V2 er vekten (g) ved hhv. tidspunkt T1 og T2:

Sc ((ln V2 —1n V1)> 100
= *
(T2 -T1)

Kondisjonsfaktor
Kondisjonsfaktor (K-faktor) er et uttrykk for forholdet mellom fiskens vekt og lengde.
Kondisjonsfaktor kan beregnes ved & benytte Fulton’s formel, der W er fiskens vekt (g) og L

er fiskens lengde (cm).
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Relativ hjertevekt
Relativ hjertevekt (CSI) er et begrep som brukes om hjertets vekt i forhold til fiskens
kroppsvekt. CSI kan beregnes ved fglgende formel, der W er fiskens vekt (g) og H er hjertevekt

(9), bestaende av atrium, ventrikkel og bulbus arteriosus.

CSI (H) 100
= |— %
w

Hjertets hgyde/bredde-ratio

Hoyde/bredde-ratio er forholdet mellom hjertets hayde (H) og bredde (W). Hayde/bredde-ratio
kan beregnes ved fglgende formel, der H er hjertets hgyde og W er hjertets bredde. Se avsnitt
2.7 for metode for maling av hjertehgyde og -bredde.

Relativ halelengde

Hale/kropp-ratio er forholdet mellom fiskens bakre del (kaudalfinnen) og resten av fiskens
lengde (fiskelengde — halelengde). Hale/kropp-ratio kan beregnes ved fglgende formel, der X
er den kaudale finnens lengde og Y er kroppens lengde. Se avsnitt 2.8 for metode for maling
av hale og kropp.

Hale
kropp

tio = <—) 100
— %
ratio

2.6 Bestemmelse av smoltifiseringsgrad (SmoltVision og

gradering av morfologiske smoltkarakterer)
For 15 fisk fra hvert kar ved hvert uttak (totalt 360 fisk) ble det gjennomfagrt SmoltVision
analyser fra fiskens gjeller. Gjelleprgvene ble tatt fra fiskens andre gjellebue pa venstre side,
ved hjelp av pinsett og saks som ble sterilisert med gassbrenner mellom hvert individ. Prgvene
ble lagt i hvert sitt egnet PCR-rgr med 1 mL RNA-later. Gjelleprgvene ble satt et daggn i
kjaleskap far de ble overfart til frys for oppbevaring inntil de ble sendt til SmoltVision analyse
hos PHARMAQ Analytiq i Bergen.

Samtidig som gjelleprgvene ble tatt ble det ogsa vurdert smoltindeks ved & vurdere synlige
morfologiske smoltkarakterer. Det ble undersgkt grad av parrmerking, sglvfarging og markhet

pa finnekanter hver for seg, hvor hver av de undersgkte morfologiske smoltkarakterene ble
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scoret fra en til fire. Ett poeng betyr at fisken ikke har startet utvikling av synlige smolttrekk
(ingen sglvfarge, sterke parrmerker og ingen finnekanter), og fire poeng betyr at fisken har
utviklet smolttrekk (selvfarget, ingen parrmerker og mgrke finnekanter). De enkelte
vurderingene av sglvfarging, parrmerker og finnekanter vil gi en gjennomsnittsverdi for hver
fisk, som er fiskens smoltindeks og indikerer fiskens samlede wvurdering av synlige
morfologiske smoltkarakterer. VVurderingene ble gjort av ansatte ved Trovag, som en del av

deres prosedyre for & vurdere smoltstatus.

2.7 Beregning av hjertemorfologiske indekser

Morfologiske mal av hjertet for hver fisk ble gjennomfart med bildebehandlingsprogrammet
imageJ. Pa bildene fotografert ovenfra ble det stiplet en linje (baselinje) rundt ventrikkel slik at
bulbus arteriosus og atrium ble ekskludert. Dette muliggjorde maling av ventrikkelhgyde og -
bredde. Hayde (H) ble beregnet ved a trekke en linje fra hjertespissen til baselinja, og bredden
(W) ble beregnet ved a trekke en linje pa det bredeste, parallelt med basen (Figur 3A).
Hayde/bredde-ratio ble beregnet etter formel gitt i avsnitt 2.5. Lignende metoder er brukt av
Poppe et al. (2003), Brijs et al. (2020) og Perry et al. (2020).

For & bestemme innrettingen av bulbus arteriosus pa ventrikkelen ble det malt vinkel mellom
den langsgaende ventrikuleare aksen og aksen til bulbus arteriosus bestemt fra bilder hvor hjertet
ligger pa siden. Den langsgaende ventrikuleere aksen ble tegnet fra hjertespissen gjennom
baselinja med utgang mellom bulbus arteriosus og atrium ved overgang/start av bulbus
arteriosus. Aksen til bulbus arteriosus ble tegnet sentralt langs bulbus arteriosus ned til strekene
krysses (Figur 3B). Lignende metoder er brukt av Poppe et al. (2003) og i senere tid 0ogsa av
andre forfattere som og Brijs et al. (2020).

Ventrikkelens form har ogsa blitt bestemt ved a trekke to linjer langs ventrikkelens sider, og
deretter bestemme vinkel mellom strekene som krysses, og ved & beregne areal av omradet som
dannes mellom linjene foran ventrikkelspissen (Figur 3C og 3D). Arealet er beregnet av imageJ

0g er et relativt areal.

Side 18 av 60



"‘

etode for maling av

e v

R bl 9, ! Yy e g -

rtemorfologi for hjertet til at ene illustrerer m
hjerte/bredde-ratio (3A), bulbus innretting pa ventrikkel (3B) og «rundhet» pa ventrikkelspissen gitt som vinkel og
areal i henholdsvis figur 3C og 3D. Heyde/bredde-ratio og rundhet er malt fra hjertebilder tatt forfra. Vinkel pa bulbus
innretting er beregnet fra bilder der hjertet er lagt p& siden. Analysene er gjort med bildebehandlingsprogrammet
imageJ. Rutene i bakrunnen av figuren er 1 x 1 cm.

2.8 Beregning av relativ halelengde (hale/kropp-ratio)

Q

Beregning relativ halelengde ble gjennomfert ved a analysere bilder av hel fisk i

bildebehandlingsprogrammet imageJ ved hjelp av relative mal. Fiskens hale er i denne studien

definert som lengden fra overgangen mellom fiskens kropp og halefinne til sentralt pa fisken

under starten av fiskens fettfinne (Figur 4). Det samme malet for fiskens hale er brukt i annet

arbeid for & finne hale/kropp-ratio for et utvalg laksefisk i forbindelse med smoltifisering

(Kuzishchin et al., 2019). Kropp er definert som resten av fisken (fra snuten til starten pa
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fettfinnen). Formel for relativ halelengde (hale/kropp-ratio) (avsnitt 2.5) ble benyttet for & finne

forholdet gitt i prosent.

¢  Kropp Hale

i-),. |

2

Figur 4. Viser hvilke mal som ble brukt for & bestemme fiskens relative halelengde (hale/kropp-ratio). Halen regnes
fra sentralt pa fisken rett under starten pa fettfinnen, til overgangen mellom halen og kaudalfinnen. Kroppen regnes
som resten av fisken. Samme metode for & finne lengde pa halefinnen er brukt av bl.a. Kuzishchin et al. (2019)
(kontrast og glans er endret pa bildet for & gjere fettfinnen mer synlig). Rutene i bakrunnen av figuren er 1 x 1cm.

2.9 Analyse av genuttrykk i hjertet

Tabell 4 presenterer en ovesikt over genene som ble benyttet i denne studien, og deres funksjon.

Tabell 4. Viser en oversikt over genene som ble inkludert i dette eksperimentet.

Gen Funksjon/markgr

Sal_18S Referansegen (housekeeping gene)
B-aktin Referansegen (housekeeping gene)
Elongeringsfaktor (EF) Referansegen (housekeeping gene)
A-type natriuretic peptide (ANP) Hjertestress

B-type natriuretic peptide (BNP) Hjertestress

GATA Binding Protein 4 (GATA4) Hjertevekst (hypertrofi)

Myocyte Enhancer Factor 2C (MEF2C) Hjertevekst (hypertrofi)

Vascular endothelial growth factor (VEGF) Angiogenese (dannelse av blodarer)
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Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) Hjertevekst (hyperplasia)

Irisin A Hjertefunksjon og hjertelidelser

(arteriosklerose/infarkt)

Irisin B Hjertefunksjon og hjertelidelser
(arteriosklerose/infarkt)

2.9.1 RNA-ekstraksjon fra hjerter

For ekstraksjon av RNA fra hjertene ble det benyttet RNeasy® Plus Universal Kit fra Qiagen
(cat. no. 73404). Hele hjerter ble homogenisert i 2 mL eppendorfrgr som inneholdt 900 pL
QIAzol Lysis Reagent og en magnetisk kule, ved a bruke en Tissuelyser 1l (2 x 2 minutter).
Oppsettet/boksene som prgvene var satt i ved homogenisering i Tissuelyser var pa forhand
nedkjglt i -20 °C -fryser for a forhindre at det akkumuleres varme som kan pavirke RNA i
prevene. Homogeniserte praver ble inkubert i romtemperatur i 5 minutter far det ble tilsatt 100
UL gDNA eliminator solution for a fjerne gDNA fra prgvene. Lagsningen ble ristet/blandet i 15
sekund ved & bruke en vortex. Deretter ble lgsningen tilsatt 180 pL kloroform, fer de ble
ytterligere blandet/ristet og inkubert i 2 - 3 minutter, etterfulgt av 15 minutter sentrifugering pa
12000 rpm i 4 °C. Sentrifugeringen, sammen med tilsettingen av kloroform, forarsaket en
faseseperasjon i lgsningen der protein ekstraheres til den organiske fasen og RNA lgses i den
vandige fasen. Ved a pipettere ut den gverste, vandige fasen, vil man kunne isolere RNA fra
prgven. Den vandige fasen var mellom 550 — 600 ul, og ble pipettert ut og tilsatt i nye
eppendorfrar (1,5 ml), sammen med 600 pL 70 % ethanol og blandet med vortex i 15 sekund.
Lasningen ble videre overfert til RNeasy Mini Spin Column med et 2 mL oppsamlingsrar
(inkludert i kitet) og sentrifugert i 15 sekund pa 8000 rpm. Denne prosessen ble gjentatt to
ganger slik at hele lgsningen ble brukt, da Mini Spin Column maksimalt rommet et volum pa
700 ul. Deretter ble 700 pL Buffer RWT (inkludert) tilsatt RNeasy Mini Spin Column, og
sentrifugert (15 sekund, 8000 rpm) og «flow-through» kastet. Den samme prosessen ble gjentatt
to ganger for 500 pL buffer RPE (inkludert). Til slutt ble det byttet til et nytt oppsamlingsrar
og kjert en ekstra runde med sentrifugering pad 1 minutt, for a ytterligere tarke
membranen/filteret (8000 rpm). RNA ble overfart til en 1,5 mL DNA Lobind tube (Z666548-
250EA) ved a sette RNeasy Mini Spin Column oppi Lobind tube, hvor det ble tilsatt 30 pL
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RNase-fritt vann fer den ble inkubert i 10 minutter og deretter sentrifugert i 1 minutt pa 8000

rpm.

Da RNeasy® Plus Universal Kitet fra Qiagen er basert pa vevpraver opp til 100 mg ble det
ngdvendig a endre pa fremgangsmaten for homogenisering av de starre hjertene (uttak 2, 3 og
4). Dette ble gjort ved at hjertene ble delt i flere mindre biter, og fordelt i opp til tre eppendorf-
rer med QIAzol Lysis Reagent ved homogenisering. I tillegg til & kutte hjertene i mindre biter,
ble det tilsatt gkt volum QIAzol Lysis Reagent, samt kjort flere runder i Tissuelyser ved
homogenisering. Ved et senere tidspunkt i protokollen ble lgsningene satt sammen, slik at

genmateriale fra alle delene av hjertet inngikk i gPCR analysene.

RNA kvaliteten ble bestemt ved bruk av nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer). Renheten til
RNAet ble bestemt basert pa forholdet 260/280 som er 1,8 - 2,0. Forholdet 230/260 bestemmer
DNA/protein-forurensning i preven. Basert pa disse forholdene ble det bestemt hvorvidt

ytterligere DNase behandling var ngdvendig.

2.9.2 DNase behandling

Gjennom nanodrop ble det bestemt hvilke prever som hadde kontaminasjon, og som skulle
gjennom en DNase behandling (11 prever). Til DNase behandling ble det benyttet Routine
TURBO DNA-free Kit fra Invitrogen (AM1907). Prgvene hadde et volum pa 30 pL hver fra
RNA-ekstraksjonen. Det ble tilsatt 0.1 av volumet (3 pL) med 10X TURBO DNase™ buffer
0g 1 uL TURBO DNase™ Enzym til RNAet. Lgsningene ble forsiktig mikset sammen, og satt
pa inkubering i 37 °C i 20 - 30 minutter. Deretter ble det tilsatt 0,1 av volumet (3 pL) DNase
Inactivation Reagent for a stoppe reaksjonen. Videre ble pravene inkubert i romtemperatur i 5
minutter samtidig som de ble flikket tre ganger hver, for & skape bevegelse og blande
inaktiveringsenzymet til hele preven. Til slutt ble prgvene sentrifugert pa 10 000 rpm i 2
minutter for & felle ut det genomisk DNAet i bunnen av rgret. Supernatanten som inneholdt
RNA ble forsiktig pipettert ut og overfart til en ny DNA Lobind tube. De fleste pravene fikk
ikke saerlig mye bedre kvalitet som falge av DNase behandlingen. Dette er kanskje pa grunn av
for lav mengde enzym i «Routine DNase treatment», og at det med fordel kunne blitt benyttet

«Rigorous DNase treatment». Prgvene ble igjen fryst pa -80 °C frem til cDNA syntese.
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2.9.3 cDNA syntese

Syntese av cDNA ble gjort ved & bruke High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit fra
appliedbiosystems (4387406). 200 ng RNA ble brukt til cDNA-syntese, og basert pa
konsentrasjonen ble RNAet fortynnet til 1:20, 1:40 eller 1:60. Et volum pa mindre enn 2 pL ble
ikke akseptert da pipettering av sma volum kan medfgre ungyaktighet. Et volum pa over 9 pL
ble ikke akseptert da reaksjonen bare tilsa et volum pa opptil 9 uL RNA. For prgvene som
hadde en konsentrasjon som gjorde at et volum lavere enn 9 pL inneholdt 200 ng RNA, ble det
resterende volumet erstattet med vann slik at det samlede volumet (RNA + vann) ble 9 uL.
Pravene med RNA ble tint pa is, og 9 uL. RNA + vann fra hver prave ble pipettert over i et 96-
branners brett og tilsatt 11 pL buffermix, slik at totalt reaksjonsvolum ble 20 pL. Buffermixen
bestar av 10 pL 20X RT Buffer Mix og 1 pL 2X RT Enzyme Mix. Som anbefalt i protokollen
ble det laget buffermix for flere reaksjoner, pa grunn av eventuell pipetteringsfeil. Det ble laget
et brett om gangen, og totalt fire brett ble benyttet til cDNA syntese - som hver representerte
uttak 1, 2, 3 og 4. For hvert brett ble det laget negativ kontroll og genomisk DNA (gDNA)-
kontroll. Negativ kontroll ble tilsatt vann og buffermix (med enzym) og ble gjort for & utelukke
kontaminering i vann eller buffermix. Genomisk DNA-kontroll ble tilsatt RNA og buffer (uten
enzym) for a utelukke at pravene er kontaminert av gDNA. Under hele prosessen ble det
arbeidet pa is for & holde prgvene kalde. Platene ble deretter forseglet med lokkstriper, og
spunnet ned for brettet ble satt i PCR-maskin (Applied Biosystems GeneAmp® PCR systems
2700) hvor platene ble inkubert pa 37 °C i 60 minutter, 95 °C i 5 minutter og til slutt nedkjgling
pa 4 °C. cDNA pragvene ble lagret pa -20 °C.

2.9.4 Primere

Primerne ble testet ved & lage en standardkurve som viser primernes effektivitet ved ulike
fortynninger av cDNA. Dette ble gjort ved a mikse cDNA fra et utvalg ulike praver, hvor den
ble testet i triplikater med en fortynningsserie pa 7 fortynninger, fra 1:10 — 1:640 (gjort ved en
two-fold dilution serie). cDNA ble fortynnet med nuclease-fritt vann (dH20). Standardkurven
ble kjart i g°PCR-program som beskrevet under, og fra g°PCR ble det dannet en standardkurve
ved a plotte Ci-verdiene mot fortynningens log-verdi, og stigningstallet ble beregnet. Ved bruk
av fglgende formel ble primerens effektivitet (E) regnet ut:

1
E =10 (—)
stigningstall
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Primer blast og IDT ble brukt til & designe spesifikke primere for hvert gen. Primerne ble
designet av biveileder, Dhivya. Det ble laget en stamlesning pa 100 pM som ble fortynnet til
en brukslesning pa 5 uM og lagret pa -20 °C. Primerne som er benyttet i denne studien er

presentert i appendiks (Tabell A2).

Det ble benyttet tre referansegener (housekeeping genes); 18S, Aktin og Elongeringsfaktor
(EF). Det geometriske gjennomsnittet av disse ble benyttet for & beregne uttrykk av genene som

ble undersgkt i hjertet til atlantisk laks.

2.9.5 Real-time PCR analyse

Fra cDNA syntese ble det gjort en 1:40 fortynning av cDNAet som videre ble brukt til gPCR.
Ved gPCR ble det laget duplikater av hver prave, og for hver reaksjon (prgve) ble det tilsatt 5
puL cDNA og 10 pL mastermix (bestaende av 7,5 pL Fast Sybr Green, 1,25 uL FP og 1,25 pL
RP) noe som utgjorde et totalt reaksjonsvolum pa 15 puL. cDNAet (5 uL) ble pa forhand pipettert
over i egnede plater for gPCR (MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate (0,1 ml), applied
biosystems (cat. no. 4346907)) med en multikanalpipette (8-kanalerspipette ved bruk av
filterspisser), fer de ble oppbevart pa -20 °C. Under gPCR-arbeidet ble platene tatt ut etter
behov, og tilsatt mastermix med en multikanalpipette fer de ble forseglet med egnede
lokkstriper og analysert ved bruk av 7500 Fast Real-Time PCR System (applied biosystems,

CA, USA). Tabell 5 viser setup som ble benyttet til & kjgre gPCR og standardkurver.

Tabell 5. Viser normal PCR setup som ble benyttet til & kjgre qPCR (Fast SYBR® Green Reagents) og
standardkurver.

Hold-fasen PCR-fasen Smeltekurv-fasen
Temperatur | 50°C | 95°C | 95°C | 60°C | 95°C | 60°C | 95°C
Tid 02:00 | 10:00 | 00:15 | 01:00 | 00:15 | 01:00 | 00:15
(min:sek)
Repetisjoner 40X
(totalt)
Temperatur- | 1,6 1,6 - 1,6 1,6 1,6 0,075
gkninger °Cls °Cls °Cls °Cls °Cls °Cls
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2.10 Statistiske analyser og presentasjon av data

For hver av de vurderte variablene er det enhetene/karene som legger grunnlag for grafisk
fremstilling 1 excel (2202 version) og statistiske analyser (n = 3 per behandlingsgruppe) i
SYSTAT (13.2 version). Enkelte variabler (genuttrykk, smoltvision (ATPase ratio) og
smoltindeks) baserer seg pad gjennomsnittsverdier fra 15 fisk per enhet (totalt 45 fisk per
behandlingsgruppe per uttak). De gvrige variablene baserer seg pa gjennomsnittsverdier fra 25

fisk per enhet (75 fisk per behandlingsgruppe per uttak).

Ettersom utgangspunktet for de statistiske analysene er gjennomsnitt fra kar, gir det liten
mening i & teste for normalfordeling pa gruppeniva (n = 3). For & vurdere om datasettene
tilfredstilte krav til normalfordeling og homogen varians, og dermed grunnlag for bruk av
parametrisk statistikk, ble residualene vurdert visuelt for hver enkelt modell. Dersom data er
normalfordelt, og den statistiske modellen som benyttes gir en adekvat beskrivelse av data, vil
ogsa residualene fordele seg homogent rundt 0. Til dette formalet ble studentiserte residualer
benyttet for & redusere eventuell bias fra enkeltverdier. Den statistiske modellen ble ogsa justert,
ved & introdusere en eksponent, eller et ekstra ledd (polynomial tilpasning), i tilfeller der det
gav en bedre forklaringsgrad sammenlignet med en lineeer modell. For CSI var det ikke mulig
a tilpasse modellen, eller transformere data (log), og her ble gruppene sammenligned ved bruk
av ikke-parametriske Mann-Whitney med Bonferroni-justert sannsynlighet (p - verdi) for &
kompensere for gjentakende tester (4). Pa grunn av begrensninger knyttet til ikke parametriske
tester, ble det ikke skilt pa gruppe ved undersgkelser av signifikant forskjell i tid for CSI
(mellom uttakene). Dette er heller ikke ngdvendig da det ikke ble funnet signifikant forskjell
mellom gruppene i utvikling av CSI. Utvikling i tid for CSI ble undersgkt ved Kruskal-Wallis

test.

De ulike modellene som ble wvurdert for hver variabel er 1) uttak*gruppe, 2)
uttak?*gruppe*uttak, 3) uttak*gruppe med log 2 transformert Y-variabel og 4) uttak*gruppe
med log 10 transformert Y-variabel. Det ble valgt den modellen som beskrev dataene best, og
dersom flere modeller beskrev en variabel like godt ble den enkleste modellen valgt. Forskjeller
ble bestemt & vere signifikant ndr p < 0,05. Etter ANOVA, ble det gjennomfart Post Hoc
Tukey’s test for & undersgke for eventuell signifikans mellom gruppene ved hvert uttak (*),
eller forskjell mellom uttak for hver gruppe (bokstaver).
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Statistiske tester for ytelse i sjg ble gjort med ANOVA. For SGR, bFCR og VF3 ble det ogsa
undersgkt muligheten for a bruke vekt ved utsett som kovariat, men dette endret ikke funnene.
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3 Resultater

3.1 Fiskevekt, hjertestgrrelse og synlige smoltkarakterer

Tabell 6 presenterer en rekke variabler som legger grunnlag for beregning av kondisjonsfaktor,
CSI og smoltindeks. Gruppene har et relativt likt utgangspunkt nar det gjelder lengde, vekt og
hjertevekt, der saltfér-gruppen 1a noe hgyere pa alle parametrene — stort sett gjennom hele
forsgket. Beregning av daglig tilvekst viser at saltfor-gruppen har en marginalt hgyere tilvekst
med en SGR pa 1,34 mot 1,33 for fotoperiode-gruppen i settefiskfasen. Dette gir en 7,6 %
hayere kroppsvekt ved siste uttak for saltfor-gruppen mot 6,3 % hgyere ved forsgksstart.
Gradering av synlige morfologiske smoltkarakterer viser et noe ulikt utgangspunkt for
behandlingsgruppene nar det gjelder parrmerking og sglvfarging, noe som pavirker smoltindeks
(Figur 5) tidlig i forsgket. Ved tredje og fjerde uttak har begge gruppene stort sett full score pa
alle de synlige morfologiske smoltkarakterene.

Tabell 6. Gjennomsnittsverdier ( stdv) for malinger og vurderinger i lgpet av smoltifiseringsperioden til atlantisk
laks smoltifisert ved manipulering av lys (fotoperiode-gruppen) og tilsetting av salter i foret (saltfor-gruppen) ved fire
tidspunkt gjennom smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Disse malingene legger grunnlag for
beregning av kondisjonsfaktor, CSI og smoltindeks. For lengde, vekt og hjertevekt er det benyttet tre kar per
behandlingsgruppe (n = 3) med gjennomsnittet av 25 fisk fra hvert kar. Ved vurdering av parrmerker, sglvfarging
og finnekanter ble det benyttet tre kar per behandlingsgruppe (n = 3) med 15 fisk fra hvert kar.

Variabel Behandling | Uttak 1 Uttak 2 Uttak 3 Uttak 4
Lengde (cm) gj. | Fotoperiode | 17,2+ 0,4 213+1 252+13 32,609
snitt (+/- std) Saltfor 17,3+ 0,7 215+15 265+17 329+22
Vekt (g) gj. snitt | Fotoperiode | 67,2 + 6,1 135,5+ 15,8 200 £ 33,2 462,9 + 42,3
(+/- std) Saltfor 71,4 +10,8 132,8 + 23,3 242,6 £43,5 498,5 £ 104,5
Hjertevekt (g) Fotoperiode | 0,078 £ 0,004 | 0,159 £ 0,028 | 0,289 +£0,052 | 0,609 + 0,062
gj. snitt (+/- st) | Saltfor 0,083 +0,013 | 0,163 +0,036 | 0,354 0,075 | 0,647 0,150
Parrmerker gj. Fotoperiode | 2,84 + 0,3 3,40 + 0,37 3,98 £ 0,04 4+0

snitt (+/- std) Saltfor 3,82+0,2 3,73 0,07 4+0 3,91+£0,15
Sglvfarging gj. | Fotoperiode | 2,87 £ 0,13 3,38 +0,34 3,87 +£0,13 3,98 + 0,04
snitt (+/- std) Saltfor 3,62 +£0,23 3,69 + 0,04 4+0 3,98 + 0,04
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Finnekanter gj. | Fotoperiode | 2,56 £ 0,31 3,40 £ 0,41 3,87 +£0,12 4+£0
snitt (+/- std) Saltfor 2,53+0,29 3,20 £ 0,20 4+0 4+0

3.2 Smoltkarakterer og sjgvannstoleranse

Figur 5 viser utvikling av variabler tilknyttet smoltifisering og saltvannstoleranse. Figur 5A
illustrerer ratioen mellom saltvannsATPase og ferskvannsATPase. Fisk/grupper med hgyere
uttrykk av saltvannsATPase enn ferskvannsATPase (ratio > 1) regnes som saltvannstolerant.
Ved farste uttak var ingen av gruppene sjgvannstolerant. Videre viser resultatene at saltfor-
gruppen utvikler saltvannsATPase tidligere enn fotoperiode-gruppen, men nar fotoperiode-
gruppen starter utviklingen av saltvannsATPase sa er gkningen kraftigere, og ved de siste to
uttakene er det fotoperiode-gruppen som har hgyest ratio. Forskjellen i utvikling av ATPase
isoformene er statistisk signifikant (p = 0,000; f = 19,753), og post Hoc Tukey’s test viser at
det er starst forskjell ved uttak 2 (p = 0,000). For at fisken kan bli bestemt & veere
sjevannstolerant forutsetter det ogsa at kofaktor ligger innenfor sitt normale uttrykksomrade.

Oversikt over kofaktor for de ulike karene er presentert i appendiks (Figur A4 — A9).

Figur 5B viser utvikling av smoltindeks beregnet pa bakgrunn av vurdering av parrmerker,
sglvfarging og finnekanter (Tabell 6). Resultatene viser at saltfor-gruppen starter med en hgyere
smoltindeks en fotoperiode-gruppen, fer gruppene er jevnere ved uttak 2, og begge har
tilnermet toppscore ved uttak 3 og 4 — noe som vil si at begge gruppene har utviklet synlige
morfologiske smoltkarakterer som tilsvarer en smolt. Statistiske analyser viser en signifikant
forskjell i utvikling av smoltindeks mellom gruppene (p = 0,007; f = 5,745). Tukey’s test viser
at den statistiske forskjellen kommer av forskjellen mellom gruppene ved farste uttak (far
behandlingen startet), noe som gjgr at man ikke kan konkludere med statistisk signifikans i

utvikling av smoltindeks som respons av ulik behandling.
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A) SW/FW ATPase-ratio B) Smoltindeks (1 - 4)
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Figur 5. smoltkarakterer hos atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys (fotoperiode-gruppen) og tilsetting
av salter i féret (saltfér-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS-anlegg. Figur
5A illustrerer gjennomsnittlig ratio (+ stdv) mellom saltvannsATP-ase og ferskvannsATPase fra kloridceller i
gjellene. | falge PHARMAQ Analytiq er fisk sjgvannstolerant nar uttrykket av saltvannsATPase er hgyere enn
uttrykket av ferskvannsATPase (ratio over 1). | figuren er det lagt inn en terskelverdi for & enklere se hvilke malinger
som regnes som saltvannstolerant. Figur 5B viser gjennomsnittlig smoltindeks (+ stdv) og er beregnet pa bakgrunn
av en samlet vurdering av fiskens synlige morfologiske smoltkarakterer (parrmerker, finnekanter og sglvfarging
(Tabell 6). Fisken er vurdert pa en skala fra en til fire (1 = parr, 4 = smolt). Hver behandlingsgruppe bestar av tre
kar per uttak (n = 3) der verdien for hvert kar er funnet ved & ta gjennomsnittet av 15 fisk. Ulike store bokstaver
angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom maletidspunkt innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante
(p < 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor et maletidspunkt.

Figur 6 viser utvikling av kroppssform. Relativ halelengde (Figur 6A) er lik ved farste uttak.
Videre er det en gkning for begge gruppene frem til uttak 2, med en tendens til reduksjon mot
slutten av forsgket. Saltfor-gruppen har lengst relativ halelengde ved uttak 2, fgr fotoperiode-
gruppen har lengst relativ halelengde ved de siste uttakene. Til tross for statistisk signifikans i
utvikling av relativ halelengde ved ANOVA (p = 0,002; f = 5,538) klarer ikke Tukey’s test a
pavise statistisk signifikans mellom gruppene ved noen av uttakene. Dette kan veere fordi Post
Hoc Tukey's er en svakere test som krever tydeligere forskjeller for & pavise statistisk

signifikans.

Vurderinger av kondisjonsfaktor er vist i figur 6B. Saltfor-gruppen har en liten reduksjon i
kondisjon allerede ved andre uttak, og fotoperiode-gruppen far farst redusert kondisjon ved
uttak 3. Begge gruppene har den klart laveste kondisjonsfaktoren ved tredje uttak, far det skjer
en gkning mot slutten av forsgket. Fotoperiode-gruppen har den slankeste kroppsformen ved
begge de siste to uttakene. Forskjellene i utvikling av kondisjon er ikke statistisk signifikant (p
=0,117; f = 2,292).
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A) Relativ halelengde B) Kondisjonsfaktor
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Figur 6. Utvikling av kroppsfasong hos atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys (fotoperiode-gruppen) og
tilsetting av salter i foret (saltfér-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS-
anlegg. Figur 6A viser gjennomsnittlig relativ halelengde (+ stdv), funnet gjiennom analyse av bilder i imageJ. Figur
6B viser gjennomsnittlig kondisjonsfaktor (+ stdv). Fiskens lengde og vekt, brukt til & beregne kondisjonsfaktor, er
presentert i tabell 6. Hver behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der verdien for hvert kar er funnet
ved & ta gjennomsnittet av 25 fisk. Ulike store bokstaver angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom
maletidspunkt innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor
et maletidspunkt.
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3.3 Effekter av smoltifisering pa hjertet

3.3.1 Molekyleere endringer

A-type natriuretic peptide (ANP) og B-type natriuretic peptide (BNP) fungerer som
diagnostiske markarer i hjertet til pattedyr og laks, der en oppregulering av disse genene kan
indikere utvikling av svakere hjerter. Uttrykk av ANP (Figur 7A) er relativt likt ved de farste
uttakene, fgr det skjer en signifikant oppregulering for begge gruppene ved siste uttak.
Utviklingsforlgpet viser ogsa at fisk smoltifisert med saltfor uttrykker hgyere nivda ANP
sammenlignet med fotoperiode-gruppen. Utviklingen av ANP er signifikant forskjellig (p =
0,000; f = 16,386). Tukey’s test viser at forskjellen mellom gruppene er sterst ved det siste
uttaket (p = 0.043). Uttrykk av BNP (Figur 7B) viser et relativt jevnt uttrykk med trend til
hgyere uttrykk for fotoperiode-gruppen ved de forste 3 uttakene, far trenden snur ved uttak 4
slik at saltfor-gruppen ender med et noe hgyere uttrykk ved siste uttak. Utvikling i uttrykk av
BNP er statistisk signifikant (p = 0,038; f = 3,567). Post hoc Tukey’s test viser at forskjellene
er stgrst mellom gruppene ved siste uttak (p = 0,253), likevel klarer den ikke & pavise statistisk
signifikans. Resultatene viser at begge de patologiske markarene er hgyere uttrykt i saltfor-

gruppen ved forsgksslutt.
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Figur 7. Utvikling av gjennomsnittlig uttrykk (+ stdv) av de diagnostiske markgrene A-type natriuretic peptide (ANP)
(Figur 7A) og B-type natriuretic peptide (BNP) (Figur 7B) fra hjertet til atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av
lys (fotoperiode-gruppen) og tilsetting av salter i féret (saltfor-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom smoltifiserings-
og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Hver behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der genuttrykket for
hvert kar er funnet ved a ta gjennomsnittet av 15 fisk. Ulike store bokstaver angir signifikante (p < 0,05) forskjeller
mellom maletidspunkt innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom grupper
innenfor et maletidspunkt.

GATA4 og MEF2C er markarer for hjertevekst gjennom hypertrofi (gkning i starrelse av

eksisterende celler). Uttrykket av GATA4 (Figur 8A) viser at fotoperiode-gruppen har et hgyere
Side 31 av 60



uttrykk ved de farste 2 uttakene, for saltfor-gruppen er klart hgyere ved uttak 3, samt noe hgyere
ved uttak 4. Forskjellene i utvikling av uttrykt GATA4 er signifikant (p = 0,004; f = 6,794), der
Tukeys’s test avdekker signifikans mellom gruppene ved uttak 3 (p = 0,024). Uttrykket av
MEF2C (Figur 8B) variere noe gjennom uttakene, og det er vanskelig & se en generell trend og
forskjell i utvikling mellom gruppene. ANOVA viser signifikant forskjell mellom gruppene (p=
0,000; f = 14,137), men Tukey’s test (samt figur) viser at forskjellen kommer av uttak 1 (p =
0,000), og forskjellen mellom gruppene kan derfor ikke sies & veare et resultat av ulikt

smoltifiseringsregime.
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Figur 8. Utvikling av gjennomsnittlig uttrykk (+ stdv) av GATA Binding Protein 4 (GATA4) og Myocyte Enhancer
Factor 2C (MEF2C) fra hjertet til atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys (fotoperiode-gruppen) og tilsetting
av salter i foret (saltfér-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Hver
behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der genuttrykket for hvert kar er funnet ved & ta gjennomsnittet
av 15 fisk. Ulike store bokstaver angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom maletidspunkt innenfor samme
gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor et maletidspunkt.

Side 32 av 60



PCNA er markar for hjertevekst gjennom hyperplasia/proliferasjon (gkning i antall celler). Den
generelle trenden for begge gruppene er at uttrykk av genet reduseres i lgpet forsgksperioden
der det er funnet signifikant forskjell mellom uttak 1 og 4 for fotoperiode-gruppen, og nesten
signifikant forskjell for saltfor-gruppen (p = 0,076) (Figur 9). Fotoperiode-gruppen gar inn i
forsgket med et noe hgyere uttrykk, far saltfor-gruppen har det hgyeste uttrykket ved uttak 2, 3
0g 4. Resultatene indikerer at saltfér-gruppen har en oppregulering av PCNA i forhold til
fotoperiode-gruppen, men det er ingen statistisk signifikans i utvikling mellom gruppene, til
tross for en sterk trend (p = 0,055; f = 3,134).

Figur 9. Utvikling av gjennomsnittlig uttrykk (+ stdv) av

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) fra hjertet til

16 atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys
(fotoperiode-gruppen) og tilsetting av salter i foret

14 (saltfér-gruppen)  ved  fire  tidspunkt  gjennom
1,2 smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Hver
1 behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der

08 genuttrykket for hvert kar er funnet ved & ta
' gjennomsnittet av 15 fisk. Ulike store bokstaver angir
0,6 signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom maletidspunkt
0,4 innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p
02 < 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor et

maletidspunkt.

uttak 1 uttak 2 uttak 3 uttak 4

H Fotoperiode M Saltfor

VEGF er marker for angiogenese (dannelse av blodarer). Den generelle trenden er at uttrykket
gker for begge gruppene gjennom forsgksperioden, med en Klart sterre gkning for saltfor-
gruppen (Figur 10). Det er lite som skiller gruppene nar det gjelder uttrykk av genet ved de to
farste uttakene, men deretter skjer det en signifikant gkning for saltfor-gruppen ved uttak 3, og
denne oppreguleringen vedvarer ogsa ved det fjerde og siste uttaket. Forskjellene er statistisk
signifikant (p = 0,003; f = 7,189) og Tukey’s test avdekker signifikans mellom gruppene ved
uttak 3 0og 4 (p = 0,010 og 0.008).
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Figur 10. Utvikling av gjennomsnttlig uttrykk (+ stdv) av
Vascular endothelial growth factor (VEGF) fra hjertet til
atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys
(fotoperiode-gruppen) og tilsetting av salter i foret
(saltfér-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom
smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Hver
behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der
genuttrykket for hvert kar er funnet ved a ta
giennomsnittet av 15 fisk. Ulike store bokstaver angir
signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom maletidspunkt
innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p
< 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor et
maletidspunkt.

Uttrykk av irisin A er presentert i figur 11, og den generelle trenden er gkende gjennom

forsgksperioden, der begge gruppene har en signifikant oppregulering. Det viser en trend der

genet er uttrykt hgyere for saltfor-gruppen enn fotoperiode-gruppen ved alle uttakene, men

forskjellene er ikke statistisk signifikant (p = 0,854; f = 0,259). Irisin B, som ogsa ble undersgkt,

var ikke uttrykt (C: verdier > 33) i hjertet hos noen av behandlingsgruppene.
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Figur 11. Utvikling av gjennomsnittlig uttrykk (+ stdv) av
irisin A fra hjertet til atlantisk laks smoltifisert ved
manipulering av lys (fotoperiode-gruppen) og tilsetting av
salter i foret (saltfor-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom
smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Hver
behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der
genuttrykket for hvert kar er funnet ved & ta
giennomsnittet av 15 fisk. Ulike store bokstaver angir
signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom maletidspunkt
innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p
< 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor et
maletidspunkt.
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3.3.2 Hjertemorfologi

Figur 12 viser utviklingen av et utvalg morfologiske mal fra hjertet til atlantisk laks, der det
ikke er funnet statistisk signifikans for noen av de morfologiske malene. Figur 12A viser
utviklingen av hjertets hgyde/bredde-ratio. Til tross for ingen statistisk signifikans mellom
utvikling av hgyde/bredde ratio mellom gruppene (p = 0,782; f = 0,361), viser resultatene at
fotoperiode-gruppen har noe lavere ratio enn saltfér-gruppen (bredere hjerter) gjennom hele
forsgket, med den starste forskjellen mellom gruppene ved uttak 3 og den minste forskjellen
ved uttak 4. Generelt er det en trend der hjertene er bredere ved de senere uttakene, men

signifikans er ikke pavist for noen av gruppene nar det gjelder utvikling over tid.

Malingene for inretting av bulbus pa ventrikkel (Figur 12B) viser heller ingen signifikante
forskjeller i utvikling mellom gruppene (p = 0,984; f = 0,051). Det er heller ikke signifikant
endring over tid for noen av gruppene, men likevel viser resultatene en noe starre vinkel for

innretting av bulbus ved slutten av forsgket sammenlignet med starten.

Figur 12C illustrerer utvikling av ventrikkelens bredde gitt som en vinkel mellom kryssende
stiplede linjer langs ventrikkelens sider. Disse malingene viser (i likhet med hgyde/bredde-
ratio) ingen signifikant forskjell i utvikling mellom gruppene (p = 0,752; f = 0,404), men
ventrikkelrundhet gitt som vinkel viser en signifikant endring for begge gruppene i tid, der det
ved uttak 3 og 4 er funnet bredere hjerter (starre vinkel) enn ved uttak 1 og 2.

Arealet som dannes i forkant av ventrikkelspissen (12D) demonstrerer utvikling av
ventrikkeltuppen, der et stort areal er tenkt & veere assosiert med bredere hjerter. Det er ikke
funnet signifikant forskjell i utvikling mellom gruppene (p = 0,234; f = 1,586). Pa grunn av at
arealet som dannes i forkant av ventrikkelspissen pavirkes av hjertestarrelse (p = 0.001 for
kovarians for hjertevekt), er det brukt kovariat for a korrigere for ulik stgrrelse pa hjertene, slik
at den statistiske modellen sammenligner gruppene over tid. Figuren er ikke korrigert for
hjertestarrelse. Figur 12D kan derfor ikke brukes til & undersgke hjerteutvikling over tid, bare

mellom grupper uttak for uttak.
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A) Hjertets hgyde/bredde-ratio B) Bulbusinnfesting pa ventrikkel
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Figur 12. Utvikling av hjertemorfologi hos atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys (fotoperiode-gruppen)
og tilsetting av salter i foret (saltfor-gruppen) ved fire tidspunkt gjennom smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS
anlegg. Bilder av hjertet fra to forskjellige vinkler (ovenfra og fra siden) har blitt analysert i imageJ. Figuren viser
giennomsnittsverdier (+ stdv) av hjertets hgyde/bredde-ratio (Figur 12A), vinkelen for innfesting av bulbus pa
ventrikkel (Figur 12B), ventrikkelens rundhet malt som ventrikkeltuppens vinkel (Figur 12C) og ventrikkelens
rundhet malt som areal i trekanten som dannes mellom to kryssende streker langs ventrikkelens sider (Figur 12D).
Ved bildeanalysene er det brukt relative lengder og areal som er beregnet av imageJ. Hver behandlingsgruppe
bestar av 3 kar per uttak (n = 3) der gjennomsnittsverdier for hvert kar er funnet ved a ta gjennomsnittet av 25 fisk
(totalt 75 fisk per behandlingsgruppe per uttak). NB: gkningen av areal som kommer frem i figur 13D kan forklares
av at hjertene blir stgrre (p-verdi = 0,001 for kovarians av hjertevekt), og at arealet som dannes i forkant av ventrikkel
derfor ogsa blir stgrre, uten at ventrikkelens form ngdvendigvis er endret. Ved tolkning av ventrikkelrundhet gitt som
areal ber det derfor kun ses pa forholdet mellom gruppene, ikke hvordan arealet/ventrikkel endres over tid (derfor
er bokstaver utelatt i figur 12D). For figur 12A, B og C angir store bokstaver signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom
maletidspunkt innenfor samme gruppe. Stjerne (*) angir signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom grupper innenfor
et maletidspunkt.

Figur 13 viser utvikling av relativ hjertevekt gjennom smoltifiseringsprosessen. Malingene

viser at relativ hjertevekt var lavest ved de to farste uttakene far det skjer en signifikant gkning

frem mot uttak 3, etterfulgt av en reduksjon i lgpet av tilvenningsfasen. Relativ hjertevekt ved

uttak 4 er nesten signifikant forskjellig fra uttak 1 (p = 0,051). Det er liten forskjell i CSI mellom
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gruppene gjennom hele forsgket (mann-whitney; p-verdi = 0,827 - 0,275 - 0,513 - 0,827), hvor

saltfor-gruppen er noe hgyere ved uttak 2 og 3, og fotoperiode-gruppen ender sa vidt hayere

ved siste uttak.

0,1600

0,1500

0,1400

0,1300

0,1200

0,1100

0,1000

Cardio somatisk indeks (CSI)

il

uttak 1

uttak 2 uttak 3

H Fotoperiode M Saltfor

uttak 4

Figur 13. Utvikling av gjennomsnittlig CSI (+ stdv) hos
atlantisk laks smoltifisert ved manipulering av lys
(fotoperiode-gruppen) og tilsetting av salter i foret
(saltfor-gruppen) ved fire  tidspunkt gjennom
smoltifiserings- og tilvenningsfasen i RAS anlegg. Hver
behandlingsgruppe bestar av tre kar per uttak (n = 3) der
CSl for hvert kar er funnet ved & ta gjennomsnittet av 25
fisk (totalt 75 fisk per behandlingsgruppe per uttak).
Fiskevekt og hjertevekt, brukt til & beregne CSI er
presentert i tabell 6. Det ble benyttet man-whitney test
(ikke-parametrisk) for & undersgke statistiske forskjeller
av CSI da dataene ikke mgtte forutsetningene for &
utfgre parametrisk analayse (ANOVA). Bonferroni
justering av p-verdi for korreksjon av antall tester (4)
krever p-verdi < 0,0125 for hvert uttak for & kunne pavise
siginifikans. Ulike store bokstaver angir signifikante (p <
0,05) forskjeller mellom uttak uten & skille pa gruppe.
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3.4 Ytelsei sjgfasen

Statistiske analyser viser ingen signifikante forskjeller mellom gruppene nar det gjelder
spesifikk vekstrate (p = 0,274, f = 1,605), biologisk forfaktor (p = 0,083, f = 5,295), vekstfaktor
3(p=0,422, f=0,8) eller dgdelighet (p = 0,820, f = 0,059). Likevel er det en klar tendens til
lavere biologisk férfaktor for fotoperiode-gruppen enn saltfér-gruppen (8,28 % lavere),
samtidig som vekstrate og vekstfaktor 3 er funnet a vare noe hgyere. Resultatene viser at
fotoperiode-gruppen hadde en slaktevekt som var 2,59 % hgyere enn saltfor-gruppen, til tross
for at vekten var 7,55 % lavere ved utsett i sj@. Dette indikerer en trend hvor fisk smoltindusert
med fotoperiode har hgyere tilvekst i sjgfasen enn fisk smoltindusert med saltfor. Ogsa

dedeligheten var noe lavere for fotoperiode-gruppen (p = 0,820, f = 0,059).

Tabell 7. Oversikt over produkssjonstall fra sjgfasenfasen (vekt ved utsett i sjg, vekt ved slakt, spesifikk vekstrate
(SGR), biologisk forfaktor (bFCR), vekstfaktor (VF3) og dadelighet (%)) for atlantisk laks smolfisiert med
fotoperiodemanipulering (fotoperiode-gruppen) og saltfér (saltfor-gruppen). Det er vist forholdet mellom
fotoperiode-gruppen og saltfér-gruppen (gitt i prosent) for & enklere tolke eventuelle forskjeller mellom
behandlingsgruppene.

Vekt (g) | Vekt(g) | SGR bFCR VEF3 Dadeligh

v/utsett | v/slakt et (%)
Fotoperiode-gruppen | 522 + 5349 + 0,64 + 1,23 + 2,39 + 6,5+

66 377 0,02 0,05 0,07 11
Saltfér-gruppen 564 + 5214 + 0,61 1,34 + 2,31+ 6,7 £

102 423 0,03 0,06 0,14 1,1
Fotoperiode-/saltfor- | 92,45 102,59 103,97 91,72 103,54 96,81
gruppen - ratio (%) (-7,55) (+2,59) | (#3,97) | (-8,28) (+3,54) | (-3,19)
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4 Diskusjon

4.1 Hvilke effekter har saltfér- og fotoperiodebehandling p& molekyleere og
morfologiske indikatorer pa smoltutvikling og sjgvannstoleranse?
Resultatene viser at begge gruppene utviklet smoltkarakterer som er forenlig med god
saltvannstoleranse og smoltegenskaper, og funnene indikerer at bade smoltindusering gjennom
salter i foret og fotoperiodemanipulering gir fisk som er antatt a veere smoltifisert. Likevel viser
denne studien, gjennom signifikante forskjeller mellom gruppene i utvikling av SW/FW
ATPase og relativ halelengde og trend for kondisjonsfaktor, at fisk som smoltinduseres ved
bruk av fotoperiodemanipulering utvikler tydeligere smoltkarakterer enn fisk som
smoltinduseres med saltfér. Dette kommer til uttrykk gjennom hgyere SW/FW ATPase ratio,
en slankere kroppsform, og lenger relativ halelengde mot slutten av settefiskfasen, som alle er
typiske utviklingstrekk for en smolt (Figur 5 og 6) (McCormick, 2012). Det er ogsa en trend
som viser at fisk smoltindusert ved bruk av saltfor starter utvikling av smoltkarakterer tidligere
enn fotoperiode-gruppen. Dette kan skyldes at gruppene har blitt smoltindusert ved bruk av to
ulike smoltproduksjonsregimer som ikke er synkronisert med hensyn til tid, og at dette
medfgrer et noe ulikt tidsforlgp i forhold til nar gruppene initierer/gjennomfarer
smoltifiseringen. En direkte sammenligning av smoltkarakterer uttak for uttak kan derfor veere
noe missvisende. Som vist i figur 2 vil det bety at saltfér-gruppen har gjennomfart halve saltfor-
dietten ved andre uttak, mens fotoperiode-gruppen ikke ble eksponert for kontinuerlig lys far
etter uttaket. Dette medfarer at utvikling av smoltkarakterer kan ha startet fgr uttak 2 hos saltfor-
gruppen. For fotoperiode-gruppen vil det gjennom eksponering for «lang dag» skje en gradvis
utvikling av smoltkarakterer og sjgvannstoleranse, og det er vist at det tar omtrent 350
dagngrader (d °C) etter eksponering for lang dag far fisken har utviklet god sjgvannstoleranse
og anses som smoltifisert (Handeland et al., 2004). | dette forsgket vil det tilsvare omtrent 30
dager, noe som medfgrer at vurdering av smoltkarakterer for fotoperiode-gruppen (som
«fullverdig» smolt) er mest relevant/hensiktsmessig ved uttak 3. Karene fra saltfor-gruppen ble
ogsa overfart til brakkvann (11-12 %o) tidligere enn fotoperiode-gruppen (appendiks Tabell A1)
og kan bidra til & forklare en tidligere utvikling av smoltkarakterer for saltfor-gruppen
sammenlignet med fotoperiode-gruppen. En ber imidlertid kunne anta at den kombinerte/fulle
effekten av bade saltforbehandling og eksponering for brakkvann var kommet til uttrykk ved
uttak 3. Til tross for at produksjonsregimet som er benyttet i studien ikke tilrettelegger for
direkte sammenligning mellom gruppene uttak for uttak (spesielt uttak 2), sa er den i trad med
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produksjonprotokollen som benyttes pd Trovag og vil derfor gi grunnlag for en helhetlig

sammenligning mellom smoltifiseringsregimene slik de gjennomfares i naringen.

Utviklingen av ATPase ratio viser en nedadgaende trend for begge gruppene fra uttak 3 til uttak
4. Dette kan indikere at fisken (eller gjellene) far en redusert sjgvannstoleranse som fglge av en
viss desmoltifisering, til tross for at de holdes pa brakkvann. Med utgangspunkt i at atlantisk
laks nar et toppunkt for Na/K+ ATPase-aktivitet etter 350 d °C etter eksponering for lang dag
vil det (forbeholdt at SmoltVision viser samme utviklingsforlgp som Na*/K* ATPase analyse)
tilsvare omtrent 14 dager far tredje uttak for fotoperiode-gruppen. For saltfor-gruppen som ble
smoltindusert tidligere enn fotoperiode-gruppen kan man anta at det faktiske toppunktet i
gjelleaktivitet var enda tidligere. Dette demonstrerer at at man ikke kan vite sikkert om
malingene fra uttakene i studien faktisk viser det virkelige forholdet mellom gruppene i
utvikling av sjgvannstoleranse, da uttakene bare er gjort pa gitte tidspunkt i et ellers langt
utviklingsforlgp. Det er mulig at en lavere topp i SW/FW ATPase ratio, som er funnet for
saltfor-gruppen, kommer som en fglge av hgyere grad av desmoltifisering frem til uttak 3 pa
grunn av en tidligere smoltindusering enn fotoperiode-gruppen. Videre kan malingene indikere
at fisk fra begge smoltinduseringsregimene ikke blir overfart til sjg ved det optimale tidspunktet
med hensyn til sjgvannstoleranse. Likevel har studier vist at toppniva av Na'/K* ATPase-
aktivitet ikke ngdvendigvis korrelerer med toppniva av hypo-osmoregulartorisk evne (Madsen
& Naamansen, 1989; Solbakken et al., 1994).

Etter litteraturen & demme er det gjort lite forskning pa eventuelle fysiologiske forskjeller
mellom forindusert- og fotoperiodeindusert smoltifisering. Fra naturen er smoltifisering
tidsbestemt med basis i endogene rytmer, og miljasignaler fungerer som viktige «zeitgebers»
for & synkronisere og fullfare smoltifiseringen (Stefansson et al., 1991; McCormick et al., 2001)
og det er generelt akseptert at gkende fotoperiode om varen er den viktigste enkelte
miljgdeterminanten for timing av disse (Hoar, 1988). Tydeligere utvikling av smoltkarakterer
for fotoperiode-gruppen kan derfor indikere at smoltindusering gjennom saltfor ikke fungerer
som fullverdig erstatning for smoltindusering gjennom mgarke-lys-stimuli, og det kan veere
fristende & peke pa fraveer av fotoperiode-induserte hormonelle signaler som en mulig
forklaring. For de nevnte smoltkarakterene (kondisjonsfaktor, relativ halelengde og SW/FW-
ATPase ratio) viser saltfor-gruppen ogsa starre variasjon mellom karene, ved bade uttak 2, 3

og 4. En mulig forklaring kan veere at saltene tilfgres via dietten, og at en synkron smoltifisering
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derfor er avhengig av appetitt, i motsetning til stimuli gjennom fotoperiode der man sikrer en
helt lik eksponering. Det er ogsa fristende a peke pa muligheten for at saltfor gir en darligere
stimuli som i mindre grad sikrer synkron initiering mellom fisk og grupper. Dette til tross for

at aktererene som produserer saltfor nevner synkron smoltifisering som en av fordelene.

Det er vanskelig a si noe sikkert om smoltregimene sin effekt pa utvikling av smoltindeks, da
gruppene hadde et noe ulikt utgangspunkt ved inngangen til forsgket (uttak 1), og begge
gruppene raskt utviklet en smoltindeks som er helt oppe pa, eller i naerheten av toppscore
allerede ved tredje uttak. Arbeidet til Handeland et al. (2013) viser at utvikling av
smoltkarakterer til en viss grad kan forklares av fiskestgrrelse, og med omtrent 4 g starre fisk i
saltfor-gruppen (71,44 + 10,83 mot 67,21 £ 6,07) ved farste uttak kan man ikke utelukke at
dette bidrar i retning gkt smoltindeks for saltfor-gruppen ved forsgksstart. Likevel er dette en
relativt liten forskjell i starrelse, og ulik smoltindeks ved start kan veere tilfeldig. Smoltindeks
ble ikke nedregulert fra uttak 3 til 4, til tross for at SW/FW ATPase ble nedregulert. Dette kan
indikere at det ikke ngdvendigvis er samsvar mellom antatt god sjgvannstoleranse, malt som
SW/FW ATPase ratio, og andre smoltkarakterer.

Som nevnt innledningsvis innebarer smoltifisering et komplekst samspill av ulike prosesser
som involverer en rekke uavhengige, men koordinerte endringer. | naringen i dag blir
smoltstatus og sjgvannstoleranse stort sett evaluert ut i fra indirekte parametre som reflekterer
fiskens evne til & osmoregulere, som Na*/K+ ATPase-aktivitet i gjellene eller SmoltVision
analyser. Til tross for at disse funnene ofte ses i sammenheng med gvrige smoltkarakterer
(sglvfarging, parrmerker, finnekanter, kondisjonsfaktor osv.) sa vet man lite om hvordan de
indre fysiologiske prosessene pavirkes. Det er ikke utenkelig at viktige fysiologiske prosesser
som finner sted under smoltifiseringen i naturen er fravaerende, eller skjer til feil tid hos
oppdrettsfisk. Denne hypotesen er kanskje spesielt gjeldende for fisk hvor smoltifisering
induseres gjennom andre metoder enn fotoperiode. Kanskje bar man skille mellom fisk som er
saltvannstolerant og fisk som er smoltifisert. Det er ogsa slik at de metodene som benyttes i dag
ikke maler den faktiske sjgvannstoleransen til fisk. Det er lang vei fra genuttrykk til faktisk
ytelse. Sannsynligvis vil den tradisjonelle sjgvannstesten hvor fisk blir satt pa sjgvann for en
gitt periode, etterfulgt av plasma kloridmalinger, gi et tryggere svar pa hvorvidt fisken har

utviklet sjgvannstoleranse.
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Det kan argumenteres for at det er ngdvendig med sjgvannstest etterfulgt av kloridmalinger for
a avgjere om en fisk er fullverdig smolt (og kanskje ogsa malinger av hormonelle endringer).
Likevel indikerer denne studien at fisken, ved bruk av de gitte kriterier, smoltifiserer under
begge de nevnte smoltregimene. Den videre diskusjonen som omhandler endringer i hjertet som
skjer under de nevnte smoltproduksjonsregimene antas derfor & vere representativt for det som
skjer under smoltifisering.

4.2 Er det forskjell/effekter i uttrykk av gener som er sentrale for vekst,
funksjon og angiogenese i hjertet hos laks som smoltifiseres ved bruk av
saltfér eller fotoperiodebehandling?

Forsgket viser at gener som fungerer som kjente markgrer for hjertehelse i pattedyr, pavirkes

av ulikt smoltifiseringsregime hos atlantisk laks. Gener som koder for A-type natriuretic

peptide (ANP) og B-type natriuretic peptide (BNP) har blitt brukt som markar i en rekke

publikasjoner som omhandler hjertehelse i pattedyr (Lerman et al., 1993;Hama et al., 1995;

Lear & Boer, 1995; Volpe et al., 2014) og i senere tid ogsa hos atlantisk laks (Johansen et al.,

2011; Johansen et al., 2017; Narstrud et al., 2018; Frisk et al., 2020) og man kan dermed anta

at de diagnostiske markarene fungerer likt for laksefisk som for pattedyr, der en oppregulering

av genene er assosiert med redusert hjertehelse. | denne studien ble det funnet signifikante
forskjeller for utvikling av bade ANP og BNP mellom fisk smoltifisert med saltfor og
fotoperiode. For ANP viser begge gruppene en oppregulering fra uttak 3 til uttak 4, der den
starste gkningen i uttrykkt ANP er funnet for saltfér-gruppen, og medfarer til en signifikant
forskjell mellom gruppene ved siste uttak. For BNP er det funnet et mer jevnt uttrykk, og til
tross for at det ble funnet hgyere uttrykk for fotoperiode-gruppen ved uttak 1,2 og 3, ble trenden
snudd ved siste uttak slik at saltfor-gruppen hadde hgyest uttrykk ogsa av BNP ved forsgksslutt.
Disse funnene kan indikere at saltfér-gruppen har utviklet svakere hjerter sammenlignet med
fotoperiode-gruppen. Til tross for at det er funnet starst oppregulering hos saltfér-gruppen, har
ogsa fotoperiode-gruppen en liten gkning i uttrykt ANP (men ikke BNP) og kan til en viss grad
indikere patologisk utvikling ogsa for denne gruppen. Til sammenligning er en oppregulering
av ANP og BNP ogsa funnet for laksefisk produsert intensivt sammenlignet med smolt
produsert med en protokoll som gir en langsommere vekst og utvikling (Frisk et al., 2020). Den

«intensive fisken» hadde gkt sannsynlighet for & dg under stressende handteringssituasjoner,

der redusert hjertefunksjon som fglge av endret hjerteform ble pekt pa som mulig forklaring.

Oppregulering av genene er ogsa funnet for kortisol/stress-indusert hjerteutvikling som ogsa
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var forbundet med redusert hjertefunksjon og fysisk ytelse (i.e. svemming) (Johansen et al.,
2017; Ngrstrud et al., 2018).

Til tross for at bade ANP og BNP er assosiert med patologisk hjertevekst, er det ogsa funnet
tilfeller av gkt uttrykk av BNP i forbindelse med kuldeakklimatisering (Vornanen et al., 2005;
Keen et al., 2016) som er generelt akseptert a veere en adaptiv tilpasning hos laksefisk. Dette
viser at oppregulering eller nedregulering av et bestemt gen bgr tolkes med forsiktighet. Det er

ogsa en lang vei fra uttrykk av enkelte gener til den faktiske egenskapen er utviklet.

Hjertestarrelse er sveert formbart i mgte med endrende miljg og livsstadier (anemia,
kjgnnsmodning, kuldeakklimatisering, stress). Kardiomyocytter hos pattedyr mer eller mindre
mister evnen til & prolifirere etter fadsel og vokser hovedsakelig gjennom hypertrofi (Soonpaa
et al., 1996), og hjertevekst hos pattedyr er assosiert med hjertepatologi/redusert funksjon
(Lloyd-Jones et al., 2002). | motsetning til pattedyr er det hos fisk vist at hjertevekst kan skje
som en rutinemessig endring (bade ved hypertrofi og proliferasjon), og er ikke ngdvendigvis
assosiert med nedsatt funksjon (Farrell et al., 1988). Dette forsgket indikerer at hjertevekst
under begge smoltifiseringsregimene hovedsakelig ble drevet av hypertrofi (gkning i
cellestarrelse) siden markaren for celleproliferasjon (PCNA) ble nedregulert (Figur 9) samtidig
som genuttrykk av markgrene for hypertrofi (GATA4 og MEF2C) var mer stabil (Figur 8).
Sammenligning mellom behandlingsgruppene viser at saltfor-gruppen har et hgyere uttrykk av
hypertrofi-markgrene GATA4 ved uttak 3 og 4 og MEF2C ved uttak 3 — og indikerer at
hjertevekst drevet av hypertrofi er noe mer forbundet med saltfér-gruppen (GATA4 viser trend
til oppregulering for saltfor-gruppen fra uttak 1 — 4 med p = 0,064). Til sammenligning er det
vist at adaptiv vekst ved kuldeakklimatisering (Klaiman et al., 2011), kjgnnsmodning (Franklin
& Davie, 1992) eller mosjonering (Castro et al., 2013) er funnet & vokse bade gjennom
hypertrofi og proliferasjon, og at hjertevekst forarsaket av stress (Johansen et al., 2017) eller
intensitv smoltproduksjon (Frisk et al., 2020) er vist & skje kun gjennom hypertrofi (ikke
proliferasjon) og er regnet for a veere patologisk. Det noe forhgyede uttrykket av markgrene for
hypertrofi kjennetegner patologisk vekst, og kan indikere at begge gruppene har startet
utvikling av svake hjerter, som tidligere ogsa er funnet ved intensiv produksjon og stress. Det
noe heyere uttrykket funnet for saltfor-gruppen, kombinert med det hgyere uttrykket av andre
markgrer som er assosiert med hjertepatologi, kan indikere utvikling av svakere hjerter for fisk

smoltifisert med saltfér sammenlignet med fotoperiode. Basert pa malinger av gonader og
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vurdering av GSI pa fisken (ikke presentert i resultater), kan man utelukke kjgnnsmodning og
den effekten en slik prosess kunne hatt pa hjertet for begge behandlingsgruppene.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) er den viktigste faktoren knyttet til angiogenese
(dannelse av nye blodarer) hos pattedyr (Yancopoulos et al., 2000), og er ogsa nert knyttet til
angiogenese (dannelse av nye blodarer) hos laksefisk. Resultatene indikerer en oppregulering
av genet hos saltfér-gruppen sammenlignet med fotoperiode-gruppen, og kan indikere et mer
utviklet blodtransportsystem for fisk smoltifisert med saltfér. Annen litteratur viser at
oppregulering av genet er funnet bade for adaptiv hjertevekst hos laksefisk i forbindelse med
mosjon (Castro et al., 2013), samt patologisk hjertevekst i forbindelse med kortisolbehandling
(Johansen et al., 2011) og intensivert oppdrettsregime (Frisk et al., 2020). Oppregulering av
VEGF har sannsynligvis en sammenheng med gkt hjertestarrelse, der et utviklet
blodtransportsystem er ngdvendig for & forsyne et starre hjerte med blod. Selv om hypertrofi-
markagren GATAA4 ble uttrykt noe hgyere mot slutten av forsgket for saltfor-gruppen i denne
studien, viste veiingene av hjertet en relativt lik hjertestarrelse mellom gruppene, og en
oppregulering av VEGF for saltfér-gruppen er kanskje derfor mindre forventet. Til tross for at
den gkte vaskulariseringen, vist gjennom gkt uttrykk VEGF, som ble funnet for fisk smoltifisert
med saltfor ikke kan forklares av forhgyet hjertevekst, sa indikerer likevel et mer utviklet
blodaresystem at det er gkt krav til blodtilfarsel for fisk i denne gruppen. @kt uttrykk av VEGF
kan derfor indikere at saltfor-indusert smoltifisering resulterer i at hjertene far en hgyere
belastning. Tatt i betraktning at denne gruppen ogsa har forhgyet uttrykk av molekylare
markerer som er karakteristiske for patologisk hjerteutvikling, kan funnene indikere at gkt
vaskularisering for denne gruppen er fglge av patologisk utvikling.

Johansen et al. (2011) papeker at den gkte vaskulariseringen som var assosisert med uttrykk
VEGEF i deres studie ogsa var klart synlig gjennom visuell ssmmenligning av gruppene. | dette
forsgket var det imidlertid ikke mulig a se noen sammenheng mellom vaskularisering og uttrykk
av VEGF, til tross for at det ble funnet forhgyet uttrykk av VEGF for saltfor-gruppen. Arsaken
til dette kan veere at behandlingsgruppene i studien til Johansen et al. (2011) hadde 266 %

forskjell i uttrykk av markaren, og det i dette forsgket bare er 50 % forskjell mellom gruppene.
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4.3 lIrisin er en «ny» regulatorisk faktor som har viktige funksjoner i hjertet hos
en rekke dyr(emodeller): Uttrykkes irisin i hjertet hos laks, og er uttrykket
pavirket av  smoltifisering som induseres via saltfér eller
fotoperiodebehandling?

Irisin er et nylig oppdaget myokin som ikke tidligere har veert undersgkt i hjertet til atlantisk

laks. Det er proteolytisk spaltet fra fibronectin type 111 domain-containing protein 5 (FNDC5)

(Lietal., 2020), og er oppregulert i hjerte- og skjelettmuskulatur hos pattedyr i forbindelse med

mosjon (Pérez-Sotelo et al.,, 2017), og er involvert i regulering av hjertefunksjon og

angiogenese hos menneske og mus (Bostrom et al., 2012; Timmons et al., 2012). Irisin er ogsa
vist a veere involvert i kardiovaskular fysiologi og funksjon, samt spille en viktig rolle for

forinntak og modulering av appetittregulerende hormoner i sebrafisk (Sundarrajan et al., 2017;

Sundarrajan et al., 2021). Dette forsgket demonstrerer et relativt jevnt uttrykk av irisin ved de

farste 3 uttakene, for det skjer en signifikant gkning for begge gruppene mellom uttak 3 og 4.

Et forhgyet uttrykk av irisin er vist a nedregulere viktige regulatoriske faktorer uttrykt i hjerte-

og skjelettmuskel hos sebrafisk, samtidig som det medfarer til gkt diastolisk volum, hjerterytme

og hjertevolum (Sundarrajan et al., 2017). En knockdown av irisin viste motsatt effekt pa
hjertefunksjon, og samlet viser disse resultatene at irisin er viktig for kardiovaskulaer fysiologi

I sebrafisk. Forbeholdt at irisin har samme funksjon i atlantisk laks, kan funnene indikere at

irisin spiller en rolle for utvikling av hjertet til atlantisk laks bade under saltfér- og fotoperiode-

indusert smoltifisering, spesielt mot sluttfasen. Til tross for ingen statistisk signifikans mellom
gruppene nar det gjelder utvikling av irisin, er uttryket funnet & veere noe hgyere for saltfor-
gruppen. Studier pa mennesker har funnet at hgye irisin-nivaer i blodet er assosiert med store
ugnskede kardiovaskulere hendelser (MACE) hos pasienter som allerede har pavist
koronararteriesykdom (Aronis et al., 2015) og at pasienter med akutte hjertelidelser som hadde
hgye irisin-niva hadde hgyere ett-ars dedelighet (Shen et al., 2017). Ogsa Kalkan et al. (2018)
har vist forhgyede sirkulerende irisin-nivaer for pasienter med utfordringer (cardiac cachexia)
knyttet til hjertehelse, der irisin ble funnet & korrelere med den diagnostiske markgren for
hjertehelse, BNP. De nevnte studiene demonstrerer at forhgyede uttrykk av irisin er assosiert
med hjertelidelser, likevel vet man ikke sikkert hvorvidt irisin er arsak til, eller en konsekvens
av hjertelidelser (Li et al., 2020). Man vet at den har en viktig rolle knyttet til bade metabolsk
regulering og hjertelidelser, og at den derfor kan fungere som en kobling mellom disse. |

motsetning til skjelettmuskel, produserer hjertemuskel store mengder irisin hele tiden — ikke
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bare etter mosjon (Aydin et al., 2014). Dersom irisin som markgr for hjertehelse har samme
funksjon i laksefisk som for mennesker (og sebrafisk) kan funnene fra denne studien indikere
at saltfor-gruppen i stgrre grad er assosiert med redusert hjertefunksjon enn fotoperiode-
gruppen. Spesielt dersom funnene av irisin ses i sammenheng med oppreguleringen av de andre

molekylere markarene som ogsa er assosiert med redusert hjertefunksjon for saltfor-gruppen.

4.4 Hvordan pavirkes hjertevekst, relativ hjertestarrelse, og hjerteform hos
laks som smoltifiseres ved bruk av enten saltfor eller
fotoperiodebehandling?

Hjertehelse og unormal hjertemorfologi er et utbredt problem som over lang tid har blitt oversett

I oppdrett av laksefisk (Mercier et al., 2000; Brocklebank & Raverty, 2002; Poppe et al., 2003).

Det er udiskutabelt et stort problem knyttet til fiskevelferd, og dadeligheten er spesielt forhgyet

nar svak fisk gjennomgar stressende behandlingsoperasjoner, da akutt stress antas a gi hjertet

en belastning som fisken ikke innehar de fysisiske forutsetningene for a tale (Poppe et al.,

2007). Gjennom tidligere arbeid er det funnet sterk positiv korrelasjon mellom hjertets form og

funksjon, og hjerter med unormal hjertemorfologi er overrepresentert blant fisk som ikke taler

stressende behandlingsoperasjoner (Poppe et al., 2003). De relativt nye funnene til Frisk et al.

(2020) og Brijs et al. (2020) viser at det er en sammenheng mellom smoltproduksjonsregime

og hjertehelse. Et av kjennetegnene ved dagens oppdrettsnaring er rask vekst gjennom selektiv

avl og intensiverte produksjonsregimer, og dette gjer det spesielt aktuelt & undersgke

smoltproduksjonsregimer sin effekt pa hjerteutvikling.

Malingene av hjertemorfologi fra denne studien viser ingen klare trender eller forskjeller
mellom behandlingsgruppene for hverken hgyde/bredde-ratio, bulbusvinkel eller
ventrikkelrundhet (areal og vinkel). Poppe et al. (2003) foreslar at bulbus feiljustering er en
direkte konsekvens av endret hjerteform, derfor kan det stemme at det ikke er klare forskjeller
mellom behandlingsgruppene nar det gjelder bulbus feiljustering, nar det heller ikke er klare
forskjeller i andre hjertemorfologiske variabler (e.g. hjertevekst og ventrikkelform). Hjertets
hgyde/bredde-ratio viser at hjertene, uavhengig av smoltregime, blir bredere i lgpet av
settefiskfasen, og dette stemmer godt overens med malingene av ventrikkelens rundhet (gitt
som vinkel), som ogsa ble funnet a veere bredere ved de siste uttakene. At hjertene utvikler en
bredere form i lgpet av settefiskfasen samsvarer ogsa med funnene til Poppe et al. (2003) som
fant at oppdrettsfisk har bredere hjerter enn villfisk, med starre vinkel pa bulbus arteriosus. Ved
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siste uttak hadde bade fotoperiode-gruppen og saltfor-gruppen en hgyde/bredde-ratio opp mot
1,12 og bulbus feiljustering i overkant av 28° (Figur 12).

Til sammenligning har studiene til Brijs et al. (2020), ved bruk av samme male-metoder,
demonstrerert at oppdrettet regnbuegrret ved ulike produksjonsregimer pa omtrent samme
starrelse som dette forsgket (~ 500 g) har hgyde/bredde-ratio pa 1,0 — 1,1 og bulbus innretning
pa ventrikkel pa 28 - 31°. Disse malingene er relativt like funnene i denne studien, og hjertene
ble bestemt & ha avvikende hjertemorfologi sammenlignet med villfisk. Ventrikkler med lav
hgyde/bredde-ratio (som er funnet hos oppdrettsfisk) er vist & vare overrepresentert blant
darlige svemmere sammenlignet med gode svemmere ved en kritisk svemmehastighets-test
(Claireaux et al., 2005), og forhgyet vinkel av bulbus innretting pa ventrikkel har til stadighet
blitt vist & redusere hjertefunksjon ved stressende behandlingsoperasjoner. Dette er
sannsynligvis forbundet med gkt arbeidsbelastning pa hjertet pa grunn av at det blir en sterre
vinkel pa blodets transportbane ut fra hjertet (Poppe et al. 2003). | pattedyr medfarer gkt
arbeidsbelastning en kompensatorisk, men patologisk, hjertevekst (Shimizu & Minamino,
2016), og kan dermed stgtte sammenhengen mellom feiljustering av bulbus og redusert
hjertefunksjon som er funnet hos oppdrettet laksefisk. En reduksjon i hjertefunksjon blir
spesielt kritisk under krevende miljg, som ved grodde eller skitne ngter, algeoppblomstring,
rask vekst/gkt oksygenkrav, hgye temperaturer, eller ingen stram mellom flo og fjeere (Poppe
et al., 2003) — og spesielt en kombinasjon av krevende miljg under stressende

behandlingsoperasjoner.

Poppe et al (2003) har ogsa beregnet hgyde/bredde-ratio og bulbusjustering pa ventrikkel, og
funnet hgyde/bredde-ratio pa 1,05 og bulbus innretting pa 40,23° for oppdrettslaks, og
hgyde/bredde-ratio pa 1,15 og bulbus innretting pa 33,39° for villfisk. Funnene fra dette
forsgket er likere de funnene som Poppe et al (2003), fant for villfisk enn oppdrettsfisk. Disse
sammenligningene ma derimot tolkes med forsiktighet, da Poppe et al. (2003) benyttet starre
fisk i deres studier (villfisk = 0,5 — 6,4 kg og oppdrettfisk = 3 — 5 kg), og dette kan pavirke til
at deres malinger avviker fra de som er funnet i denne studien, samt i studien til Brijs et al.
(2020).

| denne studien ble det utarbeidet/benyttet to «nye» metoder for a vurdere ventrikkelens form;

gjennom vurdering av vinkel av to stiplede linjer langs sidene av ventrikkelen og av arealet i
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trekanten som dannes i forkant av ventrikkelen mellom de kryssende linjene. Malingene av
ventrikkelens form gitt som vinkel viser generelt den samme trenden som den mer anerkjente
og brukte hgyde/bredde-ratio metoden som demonstrerer en tendens til utvikling av bredere
hjerter i lgpet av smoltifiseringsperioden. Bruk av forholdstall (som hgyde/bredde-ratio) har
blitt mye Kkritisert i litteraturen (Albrecht et al., 1993), ved at de ofte ikke fjerner
starrelseskorrelasjon fra morfologiske data, og derfor medfarer til type 1 feil. Dette kan veere
tilfelle i denne studien, illustrert ved at funnene fra ventrikkelform gitt som vinkel viser
signifikant forskjell i utvikling i tid, noe som er fraveerende for malingene av hgyde/bredde-
ratio. Det ble forsgkt & korrelere for hjertestgrrelse, men dette endret ikke resultatet. Dette kan
indikere at hgyde/bredde ratio som et mal pa hjertets rundhet (som er mye brukt i litteraturen)
i enkelte tilfeller ikke plukker opp forskjeller — og at vinkel av ventrikkel er en god metode for

a beregne og plukke opp utvikling/forskjeller i ventrikkelform.

Pa grunn av at ventrikkelform gitt som areal ikke kan brukes til & undersgke utvikling i tid
(mellom uttak) og det heller ikke er store forskjeller mellom gruppene uttak for uttak, er det
vanskelig & sammenligne denne malemetoden med de andre. Dette gjer at en ikke kan vite
sikkert om ventrikkelform gitt som areal (Figur 12D) fungerer godt for & undersgke utvikling i
hjertemorfologi. Gjennom arbeidet med bildeanalysene ble det derimot erfart at
ventrikkelrundhet forklart gjennom areal ikke ngdvendigvis samsvarer med hjertets egentlige
form, noe som gjer at en kanskje bgr ha starre tiltro til resultatene fra hgyde/bredde-ratio og
ventrikkel vinkel. Det kan vaere fordi tuppens form og avrunding ikke trenger & ha sammenheng

med resten av ventrikkelformen.

Det er ikke utenkelig at den avvikende hjerteformen som er funnet for oppdrettet laksefisk har
manifestert seg far smoltifiseringsprosessen, og at det derfor vil utvikles svake hjerter
uavhengig av smoltproduksjonsregime. En rekke forfattere har pekt pa avl som en mulig
forklaring for de misdannede hjertene hos oppdrettsfisk, men en relativt ny studie fra Perry et
al. (2020) viser at dette trolig ikke er tilfelle — og styrker hypotesen om at hjertemorfologi
pavirkes av produksjonsregime. Studien til Perry et al. (2020) skiller seg fra andre studier som
har undersgkt forskjeller mellom vill — og oppdrettet laksefisk ved at fisken ble produsert under
common garden design. Tidligere studier (Poppe et al., 2003) som har pavist forskjell i
hjertemorfologi mellom oppdrettsfisk og villfisk, har ssmmenlignet villfisk fra naturen pa 0,5
— 6,4 kg med oppdrettsfisk pa 3 — 5 kg. Det kan argumenteres for at en sammenligning av disse
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gruppene ikke vil vare sarlig relevant for a undersgke avl sin effekt pa hjerteutvikling, da
villfisk pa opp mot 5 kg kan ha veert mange ar i havet, hvor de kan ha akklimatisert for flere
vintre, gytt flere ganger og gjennomfart flere migrasjoner i motstrem opp elvene. Dette er
viktige hendelser i forbindelse med plastisitet i hjertet, og en slik sammenligning vil heller
avdekke plastisitet i hjertet som fglge av miljg (som man allerede vet er tilfelle), heller enn
effekten av avl pa hjertet. Studiene til Perry et al. (2020) sikret et identisk miljg mellom
forsgksgruppene og det ble funnet store forskjeller i kroppsvekt og vekst, men ikke
hjertemorfologi mellom fisk fra villfiskstamme og oppdrettsstamme av atlantisk laks. Dette

viser at villfisk og oppdrettsfisk i utgangspunktet er lik med hensyn til hjertemorfologi.

Under smoltifisering i naturen skjer det store endringer i hjertet til laksefisk, der det kan
forekomme en ventrikkelgkning pa opp mot 70 % i vill atlantisk laksesmolt om varen (Leonard
& McCormick, 2001). I denne studien ble det funnet en gkning i relativ hjertevekt pa 123 % og
119 % for henholdsvis fotoperiode- og saltfor-gruppen, i lgpet av den simulerte varen (perioden
fra uttak 2 til 3 for begge gruppene). Det vil ikke veere riktig & direkte sammenligne disse
resultatene, da denne studien undersgkte gkning i relativ hjertevekt i stedet for relativ
ventrikkelvekt, og den simulerte varen bare er 6 uker. Likevel vil en slik sammenligning belyse
den forhgyede veksthastigheten for hjerter i oppdrettsfisk, ved at det er funnet stgrre gkning i
relativ hjertevekt hos oppdrettsfisk i lgpet av 6 uker sammenlignet med det som er funnet hos
villfisk i lgpet av hele varen. Det er ikke funnet statistisk signifikans mellom gruppene nar det
gjelder utvikling av CSI mellom gruppene, likevel er det en liten tendens som indikerer at
saltfor-gruppen har hgyere relativ hjertevekt i starten av forsgket, far fotoperiode-gruppen far
en noe hgyere relativ hjertevekt mot slutten av forsgket (Figur 13). Denne utviklingen korrelerer
med utvikling av viktige smoltkarakterer, hvor saltfér-gruppen generelt har hatt en tidligere
utvikling men fotoperiode-gruppen har tatt igjen og hatt tydeligere utvikling, men utslagene er
mindre for CSI.

4.5 Hvilke effekter har saltfér- og fotoperiodebehandling pa ytelse (tilvekst og
dadelighet) i sjgfasen?

Til tross for at det ikke ble funnet signifikante forskjeller mellom gruppene nar det gjelder

spesifikk vekstrate, biologisk férfaktor eller vekstfaktor 3, viser resultatene (Tabell 7) at

fotoperiode-gruppen hadde en noe hgyere slaktevekt (+ 2,59 %) til tross for en lavere vekt ved

utsett i sja (- 7,55 %) og ved forsgksstart (- 6,3 %). Forskjellene i biologisk forfaktor var nesten
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statistisk signifikant (p = 0,083). Dette kan indikere en trend der fisk smoltifisert med
fotoperiode vokser saktere i settefiskfasen, men raskere i sjg sammenlignet med fisk
smoltifisert med saltfor — og at total vekst ser ut til & vaere noe hgyere for fisk smoltifisert med
fotoperiode. Under forutsetning om at saltfor-gruppen har gjennomgatt en mer intensiv
produksjon i forhold til fotoperiode-gruppen, er disse funnene sammenlignbare med studien til
Frisk et al. (2020). De viste at smolt som er produsert intensivt i settefiskfasen har redusert
tilvekst i sjgfasen. De fant en starre andel hjerter med avvikene form for fisk som var produsert
intensivt i settefiskfasen, og pekte pa hjertedeformiteter som en mulig arsak for redusert ytelse
I sjg. Til tross for at det ikke ble funnet noen klare forskjeller i hjertemorfologi mellom
behandlingsgruppene i dette forsgket, sa viser genuttrykk hos saltfor-gruppen en oppregulering
av flere gener som er karakteristiske for patologisk hjertevekst. Man kan ikke utelukke at
utvikling av svake hjerter (som genuttrykk indikerer) er en mulig arsak til trenden som viser

lavere tilvekst for saltfor-gruppen i sjgfasen.

Dedeligheten i sjg ble funnet & veere lav for begge behandlingsgruppene med 6,45 % for
fotoperiode-gruppen og 6,66 % for saltfér-gruppen, mot en gjennomsnittlig dedelighet for laks
pa 15,5 % pa landsbasis, og 19,9 % for det respektive produksjonsomradet (Walde &
Sommerset, 2022). En mulig arsak til den lave dagdeligheten i sjg som er funnet i denne studien
sammenlignet med det som er presentert i fiskehelserapporten for 2021 er at sjgfasen er kortere
enn det som er vanlig for mange andre produsenter, ved at fisken ble satt ut i sjg som postsmolt
pa over 500 g. Til tross for ingen signifikant forskjeller mellom gruppene, er det en noe lavere
dadelighet for fotoperiode-gruppen. Naermere undersgkelser av arsaker til dgdeligheten viser
at saltfor-gruppen har stgrre dgdelighet knyttet til avlusing enn fotoperiode-gruppen. For
fotoperiode-gruppen er 9,94 % av total dgdelighet som falge av avlusing, og for saltfér-gruppen
er 1495 % av total dedelighet som faglge av avlusing. Dgdelighet under stressende
avlusingsoperasjoner er et kjennetegn for fisk med svake hjerter (Poppe et al., 2003) og disse
funnene kan stgtte mistanken om at hjertene til saltfér-gruppen i stgrre grad er assosiert med
patologisk utvikling, som ble funnet gjennom genuttrykk av molekylere markarer knyttet til

hjertehelse.
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4.6 Videre forskning/til ettertanke

Til tross for at det har veert gkt fokus pa hjertehelse i oppdrettsneeringen det siste tidret, mangler
det fortsatt mye kunnskap om sammenhengen mellom produksjonsregimer og hjertehelse for
atlantisk laks. Til forskjell fra en rekke andre studier har denne studien sett pa utvikling av
hjertet og smoltkarakterer gjennom flere uttak, noe som kan se ut til & veere av betydning for
tolkning av resultatene, da utvikling av smoltkarakterer og genuttrykk har blitt vist & variere
mye med hensyn til smoltifiserings-stadie (uttakstidspunkt). Spesielt interessant har det veert a
se hvordan de ulike behandlingsgruppene utvikler seg i et storskala, kommersielt
produksjonsregime, bade i settefisk- og sjgfase. Dette gir god tyngde for funnene i denne
studien. Til videre forskning kunne det vart interessant & undersgke smoltifiseringsmetode (e.g.
fotoperiode vs saltfor) samtidig som vekst reduseres i fotoperiode-gruppen gjennom redusert
temperatur og/eller foring for a ytterligere redusere veksthastigheten i de tidlige livsstadiene og

etterligne slik det er i naturen.

Det er ogsa nzrliggende & anta at tidligere stadier enn det som er undersgkt i dette forsgket kan
ha pavirkning pa hjerteutvikling i oppdrettslaks. Blant annet har studiene til (Takle et al., 2005)
demonstrert at lakseembryo som er eksponet for 10 °C (hgy temperatur) frem til foring bade
induserer avvikende utvikling av hjertet og tilhgrende strukturer og oppregulering av ANP
under embryogenesen (fosterutviklingen) sammenlignet med lakseembryo eksponet for 8 °C
(lav temperatur). Dette er utviklingstrekk som er assosiert med nedsatt hjertefunksjon, som
tidligere diskutert, og demonstrerer at produksjonsregime under tidlige utviklingsstadier ogsa
krever mer oppmerksomhet knyttet til hjertehelse. Til sammenligning ble fisken som er benyttet
i dette forsgket eksponert for 3,7 °C i klekkeskapet, og omtrent 12 °C grader ved startforing.
Temperaturen under klekking bar dermed ikke ha veert en avgjerende faktor for fisken i dette
forsgket. Tatt i betraktning at funnene i denne studien indikerer at kontinuerlig lys under
smoltifisering er assosiert med en oppregulering av flere gener som er karakteristiske for
patologisk hjerteutvikling, kan det ogsa tenkes at kontinuerlig lys i perioden fra startforing til
smoltifisering kan ha en negativ effekt pa hjertet. Kontinuerlig lys i perioden far smoltifisering

er ikke tilfelle i naturen, da laks smoltifiseres om varen etter en naturlig vinterperiode.

En generell oppfatning i naringen er at god tilvekst i mange tilfeller gjenspeiler gode

produksjonsvilkar og sunn fisk. Likevel kan studiene til Frisk et al. (2020), som er nevnt

ovenfor, og kanskje til dels ogsa denne, indikere at rask vekst ikke ngdvendigvis medfarer god
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kvalitet og robusthet. En hypotese kan veere at de effektive produksjonsregimene har gjort at
anleggets @nskede produksjonshastighet i realiteten overskrider fiskens faktiske

utviklingspotensiale, og rask vekst derfor gar pa kompromiss med kvalitet.

Det kunne ogsa vert spennende a undersgke om perikardialhulrommet til oppdrettslaks har
avvikende form nar hjertene har det. Perikardialhulrommet har en viktig funksjon for fylling av
blod til hjertet (Jobling, 1995; Gamperl & Holly, 2014), og det kan tenkes at en eventuell mis-
match mellom hjertet og perikardialhulrommet vil redusere denne effekten, slik at hjertet far en

gkt belastning i forbindelse med fylling av blod.

Arteriosklerose er en betegnelse pa tilstander med fortykket arterievegg med tap av elastisitet,
og kunne ogsa veert interessant for videre forskning. Allerede i 2003 ble arteriosklerose foreslatt
a veere et problem for oppdrettslaks (Poppe et al., 2003). Disse mistankene har blant annet
gjennom studiene til Brijs et al. (2020) blitt grundigere undersgkt, der 92 — 100 % av oppdrettet
regnbuegrret ble funnet & ha redusert funksjon i koronararteriene, og ble estimert til & gi en
reduksjon i «blodflow» pa 34 — 54 %.

For denne oppgaven ble det ogsa tatt ut hjerter for & undersgke histologi, som i utgangspunktet
skulle analyseres og vurderes i forbindelse med denne studien. Det ble ikke nok tid til &
gjennomfare disse analysene, men histologipravene vil bli analysert av en annen student i
forbindelse med deres masteroppgave. Det vil da veere interessant & undersgke hvorvidt en
oppregulering av gener knyttet til patologisk hjertevekst, og gkt vaskularisering (som er funnet

hos fisk smoltifisert ved bruk av saltfor) er synlig gjennom endret histologi.

Til slutt ville det ogsa veert interessant & inkludere genuttrykk og plasmaverdier for ulike
smoltrelaterte hormoner eller reseptorer (IGF, kortisol, thyroideahormoner) i hjertet, for &
undersgke hvorvidt smoltindusering gjennom saltfor og fotoperiode pavirker utviklingen av
disse. Resultatene fra denne studien viser en ulik utvikling nér det gjelder smoltkarakterer, og
derfor kan man kanskje anta at det vil vaere en ulik utvikling i disse smoltrelaterte hormonene,

0gsa pa hjertet.
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5 Konklusjon

Denne studien demonstrerer ulik utvikling mellom atlantisk laks smoltindusert med saltfor og
fotoperiode nar det gjelder et utvalg gener som er assosiert med hjertepatologi og for utvikling
av viktige smoltkarakterer. Under forutsetning om at markerene som har blitt undersgkt har
tilsvarende funksjon i hjertet til atlantisk laks som hos pattedyr, indikerer funnene at saltfor-
gruppen har utviklet hjerter som i stgrre grad er assosiert med patologisk utvikling. Til tross for
dette, er det ikke funnet forskjell i utvikling av hjertemorfologi mellom gruppene. For farste
gang er det vist at irisin A, et protein som er viktig for hjertefunksjon hos pattedyr, trolig spiller
en rolle i hjertet til atlantisk laks under smoltifisering. Resultatene indikerer ogsa at fisk som er
smoltifisert under fotoperiodemanipulering har en tydeligere utvikling av viktige
smoltkarakterer, sammenlignet med fisk smoltifisert ved bruk av saltfor. Til tross for at
fotoperiode-gruppen var sa vidt mindre ved forsgksstart, samt viste en trend til lavere tilvekst i
settefiskfasen, indikerer data fra slakteriet at fotoperiode-gruppen hadde en hgyere tilvekst i
sjofasen, og var sterst ved slakt. De nevnte funnene indikerer at smoltindusering ved bruk av
saltfor er assosiert med gkt tilvekst i settefiskfasen, som kan ga pa bekostning av tilvekst i

sjofasen.
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7 Appendiks
7.1 Vannkvalitet

Temp hall 1 og hall 3, Trovag
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Figur Al. Temperatur i hall 1 og hall 3 i RAS anlegget pa Trovag, i perioden hvor fisken var i de respektive
hallene.
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Figur A2. Salinitet i hall 1 og hall 3 i RAS anlegget pa Trovag, i perioden hvor fisken var i de respektive hallene.



7.2 Dato for overfgring fra ferskvann til brakkvann

Tabell Al. Oversikt over dato for flytting fra ferskvann (hall 1) til brakkvann (hall 3) for de ulike enhetene. Merk at
fotoperiode-gruppen har en noe senere flytting enn saltfér-gruppen.

Behandling Enhet Dato

Fotoperiode-gruppen 109 15.12.2020
111 17.12.2020
112 16.12.2020

Saltfér-gruppen 101 29.11.2020
105 23.11.2020
108 23.11.2020

7.3 Merdoppsett i sjg

Foto-
periode

Saltfor

Merd 4 Merd 5

saltfor roto- Saltfor roto-
periode periode

Merd 8 Merd 9 Merd 11 Merd 12

Figur A3. Merdoppsett for behandlingsgruppene i sjg, ved matfisk anlegget til Bremnes Seashore, Hattasteinen.
Merdene til behandlingsgruppene ble spredt etter beste evne.



7.4 Tilgangsnummer, Primerfrekvens og effektivitet

Tabell A2. Oversikt over tilgangsnummer, primerfrekvens (FP: forward primer, RP: reverse primer), effektivitet (E)
og tilgangsnummer.

Gen (Tilgangsnummer) Primer | Primerfrekvens E (E%) R?
Sal_18S FP: TGTGCCGCTAGAGGTGAAATT 98 0,99
(AJ427629) RP: CGAACCTCCGACTTTCGTTCT

B-aktin FP: CAGCCCTCCTTCCTCGGTAT 103 0,99
(BT059604) RP: CGTCACACTTCATGATGGAGTTG

Elongeringsfaktor (Ef1-a) FP: CGCCAACATGGGCTGG 102 0,99
(AF321836) RP: TCACACCATTGGCGTTACCA

A-type natriuretic peptide FP: ATGGAATCAAGAATGGTGAGGA 108,64 0,99
(NM_001123545.2) RP: CCAAGTCGCTATCAGGGTATG

B-type natriuretic peptide FP: GGGCAAAGGATGGACCGAAT 96,86 0,99
(XM_014136528.1) RP: GTTGCTGTTCCAGGTTGTGT

GATA Binding Protein 4 FP: CCAAGAACCTCAACAAGTC 86,13 0,98
(XM_014205425) RP: GGCTCCTCTGAGTTACAA

Myocyte Enhancer Factor FP: TGATGAAGAAGGCGTATGA 79,2 0,98
2C (XM_014172378.1) RP: TTGTTGGTACTGTTGAAGATG

Vascular endothelial growth | FP: AGACAGCCCACATACCCAAG 89,35 0,98
factor (XM_014169157) RP: GAAGACGTCCACCAGCATCT

Proliferating cell nuclear FP: CTGGTGGTGGAGTACAAGATAG 107,68 0,99
antigen (XM_014161524.2) | RP: GGAAGTTTGGATCAGAGAGGTT

IrisinA FP: GTGGCTGTCACTGCTCTAAT 98,42 0,99
(XM_014210550.1) RP: GGCCATGTTCATATCTCCTCTC

IrisinB FP: CACAGGCCTCCAAGAGTAAAG 108,7 0,99
(XM_014160786.1) RP: TCAGCACCACCACGATAATG




7.5 saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor

100% —— Kofaktor Sjevannskomponent = Ferskvannskomponent
o

75%

50%

18.11.2020
06.01.2021

|

" 14.10.2020
09.03.2021

25%

0%

Figur A4. Viser genuttrykk for saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor for kar nr 109 (fotoperiode).
Kofaktor regnes som innenfor normalen nar den er lavere enn 20 %.
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Figur A5. Viser genuttrykk for saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor for kar nr 111 (fotoperiode).
Kofaktor regnes som innenfor normalen nar den er lavere enn 20 %.
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Figur A6. Viser genuttrykk for saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor for kar nr 112 (fotoperiode).
Kofaktor regnes som innenfor normalen nar den er lavere enn 20 %.
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Figur A7. Viser genuttrykk for saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor for kar nr 101 (saltfor). Kofaktor
regnes som innenfor normalen nar den er lavere enn 20 %.
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Figur A8. Viser genuttrykk for saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor for kar nr 105 (saltfor). Kofaktor
regnes som innenfor normalen nar den er lavere enn 20 %.
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Figur A9. Viser genuttrykk for saltvannsATPase, ferskvannsATPase og kofaktor for kar nr 108 (saltfor). Kofaktor
regnes som innenfor normalen nar den er lavere enn 20 %.
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