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Sammendrag

Postsmolt av Atlantisk laks (Salmo salar) ble eksponert for 6 ulike CO, nivaer (2 mg/L (kontroll), 7 mg/L, 16 mg/L, 23
mg/L, 28 (mg/L) og 34 mg/L) i 12 uker. Resultater fra vekstmalingene tatt av individmerket fisk (n = 40) viste ingen
signifikante effekter pa 7 mg/L gruppen pa noe tidspunkt. Vekten pa 16 mg/L gruppen var signifikant lavere ved
avslutning av forsgket (p< 0,05), men utgangsvekten for denne gruppen var ogsa noe lavere enn for de andre gruppene.
Spesifikk veksthastighet (SGR) var signifikant redusert i gruppen pa 23 mg/L i farste del av forsgket. Senere i forsgket
var det en periode der SGR var hgg for alle grupper (hggeste konsentrasjon i denne perioden var 30 mg/L), noe som kan
tyde pa akklimering til karbondioksid. For hele forsgksperioden sa forklarte en andre ordens polynom modell forholdet
mellom karbondioksid konsentrasjon og spesifikk veksthastighet. Basert p& denne formelen ble spesifikk veksthastighet
redusert for konsentrasjoner over 18.6 mg/L. Videre viste resultatene fra blodpravene at nivaet av plasmaklorid ble
gradvis og lineaert redusert med gkende CO, konsentrasjon. Nivéet av PCO,, pH og HCO; gkte med gkende CO,
konsentrasjon. Disse pavirkningene pa blodplasmaet sin sammensetning vedvarte hele forsgket. Velferdsindikatorer malt
midtveis i forsgket viste ingen signifikant pavirkning av karbondioksid.
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Grenseverdi for karbondioksid for postsmolt

Forord

| intensivt oppdrett sa er alltid karbondioksid en viktig begrensende vannkvalitetsfaktor.
Likevel er det utfert fa forsgk pa grenseverdier for postsmolt. Resultatene fra forsgket vil
kunne veere med pa a gi oppdrettsnaringen en grenseverdi for konsentrasjonen av
karbondioksid i vannet. Prosjektleder vil hermed takke mye for den gode stgtten fra FHF som
gjorde dette forsgket mulig. Styringsgruppen for prosjektet bestod av: Frode Mathisen, Grieg
Seafood ASA, Harald Sveier, Lergy Seafood Group, Rolv Haugarvoll, Lingalaks AS, Svein

Martinsen, Smgla Klekkeri og settefisk, @rjan Tveiten, Marine Harvest Norway AS.

Merete Bjgrgan Schrader fulgte opp prosjektet pa vegne av FHF. Takk til dere alle!
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Grenseverdi for karbondioksid for postsmolt

Sammendrag

Postsmolt av Atlantisk laks (Salmo salar) ble eksponert for 6 ulike CO, nivaer (2 mg/L
(kontroll), 7 mg/L, 16 mg/L, 23 mg/L, 28 (mg/L) og 34 mg/L) i 12 uker. Resultater fra
vekstmalingene tatt av individmerket fisk (n = 40) viste ingen signifikante effekter pa 7 mg/L
gruppen pa noe tidspunkt. Vekten pa 16 mg/L gruppen var signifikant lavere ved avslutning
av forsgket (p< 0,05), men utgangsvekten for denne gruppen var ogsa noe lavere enn for de
andre gruppene. Spesifikk veksthastighet (SGR) var signifikant redusert i gruppen pa 23 mg/L
i farste del av forsgket. Senere i forsgket var det en periode der SGR var hgg for alle grupper
(hageste konsentrasjon i denne perioden var 30 mg/L), noe som kan tyde pa akklimering til
karbondioksid. For hele forsgksperioden sa forklarte en andre ordens polynom modell
forholdet mellom karbondioksid konsentrasjon og spesifikk veksthastighet. Basert pa denne
formelen ble spesifikk veksthastighet redusert for konsentrasjoner over 18,6 mg/L. Videre
viste resultatene fra blodprgvene at nivaet av plasmaklorid ble gradvis og linezrt redusert med
gkende CO, konsentrasjon. Nivaet av PCO,, pH og HCOj3 gkte med gkende CO,
konsentrasjon. Disse pavirkningene pa blodplasmaet sin sammensetning vedvarte hele
forsgket. Velferdsindikatorer malt midtveis i forsgket viste ingen signifikant pavirkning av
karbondioksid.
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Abstract

Atlantic salmon (Salmo salar L.) postsmolt were reared at 6 different levels of water CO,
levels (2(control), 7, 16, 23, 28 and 34 mg L™) in duplicate 500 L tanks for 12 weeks in sea
water. Specific growth rates (SGR) of individually tagged fish (n = 40) showed no significant
effects of 7 mg/L and 16 mg/L at any time. The SGR for the 23 mg L™ group was
significantly reduced during the first part of the experiment. During the last part of the
experiment there was a period where SGR was good for all groups (the highest concentration
in this period was 30 mg L™), which do indicate acclimation to carbon dioxide. For the whole
12 weeks period the relationship between carbon dioxide concentration and SGR could be
described using a second order polynomial model (p < 0.01). Based on this second order
polynomial model SGR is 100 % until 18.6 mg L™ is exceeded. Plasma chloride concentration
decreased linearly with increasing carbon dioxide concentration (p < 0.05). The level of
PCO,, pH and HCOj3' increased with increasing carbon dioxide concentration and these

changes lasted during the 12 weeks.

Key words: Carbon dioxide, Atlantic salmon parr, growth and physiological models, fish

welfare, safe levels.
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Innledning

Mellom 1988 og 1993 var det stor forskningsaktivitet pa landbaserte oppdrettsanlegg i Norge
(Kjartanson mfl., 1988; Bergheim mfl., 1993). | forste del av denne perioden sa ble
ammoniakk sett pa som en begrensende faktor i gjennomstremningsanlegg, nar oksygen ble
tilsatt innlgpsvannet. Pa slutten av perioden sa ble det laget modeller som viste at det er
karbondioksid som kan vare en begrensende faktor i disse anleggene (Sanni og Forsberg,
1996). Forskningen pa landbaserte anlegg for postsmolt oppharte etter dette og grenseverdier
for karbondioksid ble derfor ikke grundig undersgkt. Denne forskningen er na blitt reetablert

og revitalisert gjennom innovasjonsprosjektet «Optimalisert postsmolt-produksjon»

(kortnavn: OPP, nr. 217502/E40), finansiert av NFR over Havbruks-programmet.

Bade landbaserte anlegg og semi-lukkede anlegg i sjg er aktuelle produksjonsformer (Rosten,
mfl. 2011; Thorarensen og Farell, 2011), og det er stor interesse i oppdrettsnaringen for &
prgve ut slike anlegg. Produksjon av postsmolt har tradisjonelt forgatt i merder i sjg, og OPP
prosjektet dekker bade semi-lukkede anlegg i sj@ for produksjon av postsmolt og resirkulering
pa land. | begge disse anleggstypene ma vann pumpes for & skaffe fisken oksygen og for &
fjerne avfallsstoffer. Kunstig fremstilt oksygen vil bli tilsatt innlgpsvannet, og da vil
karbondioksid bli neste begrensende faktor etter oksygen. Imidlertid er det slik at det er
begrenset kunnskap om grenseverdien for karbondioksid for postsmolt da bare et forsgk er
blitt publiser (Fivelstad mfl., 1998). Konsentrasjonen av karbondioksid vil kunne vere hgg i
intensive  perioder i gjennomstrgmningsanlegg, ved gjenbruk av vann og i

resirkuleringsanlegg.

Generelt sett sd er oksygen den farste begrensende faktoren for vanngjennomstrgmning i
lukkede anlegg i sjgen og landbaserte oppdrettsanlegg. Nar vannet blir oksygenert sa blir
karbondioksid  den  neste  begrensende  faktoren.  Sammenhengen = mellom

vanngjennomstrgmning og oksygenering beskrives av fglgende formel (Fivelstad, 1988):

M

- M 1
Doin - Doout ( )

do
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qo er den spesifikke vanngjennomstrgmningen (L kg™min™), M er fiskens oksygenforbruk
(mg kg™* min™) og DOjn 09 DOyt er oksygenkonsentrasjonen (mg L) i innlgpsvannet og i

utlgpsvannet. Formelen kan ogsa beskrives slik:

M
4o = di 2)

d er forskjellen i oksygenkonsentrasjon mellom innlgp og avlgp (DO;,-DO,;). Formelen kan

omformes til:

M
d=— 3
Ao ®)
Differansen d er et mal pa produksjons-intensiteten i et oppdrettsanlegg og er tilnaermet lik
konsentrasjonen av karbondioksid i et gjennomstrgmningsanlegg. Verdien av d gker nar
oksygenforbruket til fisken gker og nar vanngjennomstrgmningen minker. Nar d-verdien gker
sa gker konsentrasjonen av karbondioksid.

Der finnes mye informasjon om effekter av karbondioksid pa fisk. De fleste forsgkene har
veert korttidsforsgk og er gjennomfart i ferskvann. Generelt sett sa gker partialtrykket av CO,
(PCOy) i blodplasma med gkende partialtrykket i vannet. Ifelge Ultsch (1996) er plasma
PCO; 1-3 mm Hg over vannets PCO; sa lenge partialtrykket ikke blir pavirket av hyperoxia
(overmetning av O,). Fiskens syre-base respons til en forhgyet plasma PCO, er ferst en
reduksjon i plasma pH, som kan redusere fiskens oksygenopptak. Etter noen timer sa er pH i
plasmaet noe kompensert som et resultat av gkt opptak av bikarbonat fra miljeet, og pH i
plasmaet er ofte helt kompensert etter 2-7 dager (Eddy mfl.,1977; Heisler, 1984; Heisler,
1986). Andre fysiologiske effekter som er funnet er forhgyet respirasjonsfrekvens (Janson and
Randall, 1975; Smith and Jones, 1982; Fivelstad mfl., 1999; Hosfeld mfl., 2008) og redusert
plasma klorid, som falge av elektrongytral utskiftning med bikarbonat (Lloyd og White, 1967;
Eddy mfl.,1977; Fivelstad mfl., 1999; Fivelstad mfl., 2003ab). Under akutt CO,-eksponering
er forhgya nivaer av kortisol blitt pavist (Petochi mfl., 2011).

Selv om de fysiologiske forandringene er mange er dedeligheten normalt lav selv i
konsentrasjonsomradet 30-40 mg/L. Det som likevel har stor betydning for oppdrettsnaringen
er redusert vekst, redusert forfaktor og nefrokalsinose som ofte blir observert i ferskvannsfisk
eksponert for karbondioksid (Smart mfl. 1979; Smart, 1981; Fivelstad mfl.,1999; Fivelstad
mfl., 2003ab; Fivelstad mfl., 2007; Hosfeld mfl., 2008). Det er bare utfart ett tidligere forsgk

8
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om omhandler toleranse av karbondioksid for postsmolt (Fivelstad mfl., 1998). | dette
forsgket ble det observert ca. 10 % reduksjon i spesifikk veksthastighet ved en konsentrasjon
pa 26 mg/L. Ved 10 mg/L ble ingen effekt pavist. Postsmolten ble imidlertid ikke eksponert

for konsentrasjoner mellom 10 og 26 mg/L.

Forsgk pa laksesmolt har vist at miljgbetingelser som temperatur og alkalitet har betydning
for CO,-toleransegrensen (Fivelstad mfl., 2007; Davidson et al., 2011; Fivelstad, 2012). For
postsmolt sa vil alkaliteten generelt veere hgg, pa grunn av sjgvannet, og dette kan bety at
toleransegrensen for postsmolt kan veere hgyere enn toleransegrensen for smolt. Dette kan ha
stor betydning for skonomien i lukka anlegg for postsmolt. Nar det gjelder salinitet sa er der

ingen informasjon om hvordan salinitet pavirker toleransen av karbondioksid.

For parr er det utviklet en vekstmodell som beskriver veksttap som funksjon av karbondioksid
konsentrasjon (Fivelstad mfl., 2015). | dette prosjektet tar en sikte pa & utvikle tilsvarende
modell for postsmolt. Dette er en av grunnene til at en hgg konsentrasjonsgruppe er tatt med.
Dersom en bare oppnar en svak vekstreduksjon sa vil mange modeller kunne passe med

dataene, og en hgg konsentrasjonsgruppe er derfor ngdvendig i forsgket.

For parr er det ogsa utviklet fysiologiske modeller, f. eks. hvordan plasma klorid kan forklares
ngyaktig av karbondioksid-konsentrasjonen i vannet. Tilsvarende modeller gnskes utviklet for
postsmolt med hensyn til flere fysiologiske parametre. I tillegg sa vil en studere kroniske
stress-effekter av forhgya CO, niva ved a male plasma kortisol.

Malsettinger for Postsmolt D:

En vil bestemme CO, toleransen for postsmolt samt utvikle en modell som beskriver veksttap
som funksjon av CO, konsentrasjonen i vannet. Det vil bli undersgkt om en kan pavise
signifikante sammenhenger mellom fysiologiske parametre og tilvekst hos postsmolt

eksponert til karbondioksid.

Materiale og metoder
Gjennomfgring av CO, forsgk
Forsgket ble gjennomfart pa Hayteknologisenteret i Bergen og ledet av HiB v/Sveinung

Fivelstad. Vanngjennomstrgmningen var 2 L/kg/min, temperaturen 10 °C og vannets
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oksygenmetning over 80 %. Totalt inngjekk det 6 grupper i forsgket, hver med to replikater
(se tabell 1).

Tabell 1. Planlagde konsentrasjoner av karbondioksid i de seks forsgksgruppene.

Kontrollgr. | Lav Medium | Noe hag | Hag Sveert
gruppe | gruppe | gruppe | gruppe | hag
gruppe
2 mg/L 7mg/L | 15mg/L | 23 mg/L | 30 mg/L | 38 mg/L
CO; CO; CO; CO; CO; CO;

Hver forsgksgruppe bestod av to replikater (totalt 12 fiskekar a 0.5m®). Fisken gikk under
kontinuerlig belysning. En underpopulasjon fisk i hvert kar ble merket med PIT-tags (ansvar
UNI), for studier av individuelt vekstmgnster. Oksygenkonsentrasjon, temperatur og pH ble
malt hver dag i alle kar, og karbondioksid ble malt 1-2 ganger ukentlig i alle karene ved hjelp
av en Orion karbondioksid sensitiv elektrode (ansvar HiB). Forsgket hadde en varighet pa 12
uker og skulle kartlegge effekter av CO, niva pa vekst, forutnyttelse, fysiologisk tilstand, samt
biomarkarer for bedemmelse av fiskevelferd i gjennomstremmingsanlegg, likt det en kan

finne i semi-lukkede anlegg i sj@.

Smolten kom til ILAB den 15. oktober og ble likt fordelt i de 12 karene. Neste dag
(16.0ktober) ble fisken merket og det ble tatt individuell vekt og lengde pa de 20 fiskene som
ble merket. Fisken ble deretter akklimert til sjgvann. Fra mandag 4. november (dag 0) ble det
tilsatt ca. 7-10 mg/L karbondioksid til de eksperimentelle gruppene slik at fisken kunne bli
akklimert til en noe hgyere karbondioksid konsentrasjon. Den laveste karbondioksid gruppen
ble eksponert til dette nivaet gjennom hele forsgket. Sa ble vekten malt pa 10 merka fisker i
alle kar den 11. november for & fa et startpunkt. Karbondioksid konsentrasjonen ble deretter
gkt i de fire hgyeste gruppene den 12. november. Vekten og lengden ble sa malt pa merka fisk

den 2. desember, 19. desember, 17. januar og 29. januar.

Det ble utfart en stress mestringstest underveis i forsgket. Den bestod i at 6 fisk fra 3 av
behandlingene (kontroll, 16 mg/L og 29 mg/L) ble hentet ut av hovedtanken med hov
hvoretter fiskene ble oppbevart i hoven (10 min) i en 300 | ekstra tank (akutt stressfase).

Vannkvaliteten i denne tanken var den samme som i fiskekaret der fisken kom ifra. Etter

10
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avsluttet akuttstressfase ble fiskene overfart til samme ekstratank og de fikk en 30 min hvile
fase. Etter at hvilefasen var over ble fisken bedgvet med dgdelig dose MS222. Fra hver fisk

ble det hentet inn blod og organpraver.

Blodet ifra fisken ble analysert med iSTAT for glukose, ione niva (Na*, K,

CI', pH, PCO, og HCO5 (ansvar HiB). Antallet fisk i hvert kar var i omradet 3-6 avhengig av
type blodprgvetaking. Tidlig i prosjektet fant en ut at blodpraver tatt ved kar kanten ga sveert
forskjellig resultat i enkelte blodparametre sammenlignet med resultater tatt etter bedgvelse.
Serlig gjaldt dette for partial trykket for karbondioksid, men ogsa for andre parametre. Ved
denne type prgvetaking ble det lagt vekt pa riktige malinger for et lite antall fisk. For andre
parametre sa er bedgvelse viktig. Bedgvelse ble brukt blant annet ved stressmestrings testen,

og for & fa gode resultater ved analyse av plasma kortisol.

For analyse av kortisol ble blodprgvene sentrifugert i 5 minutt ved 4 °C og 500 rpm. Etter
sentrifugering ble plasma pipettert ut og frosset i duplikater for videre analyse (0.5 ml
eppendorf rar, -80 °C). Nivaet av plasmakortisol ble analysert ved bruk av validert protokoll

for enzym immunoassay (EIA) beskrevet av Carey og McCormick (1998).

Dag 37 ble fiskene undersgkt m.h.p velferdsindikatorer; ytre morfologi; finneslitasje,
gjellelokk, sar, deformiteter og indre morfologi hjerte, gjelle, lever, milt, nyre, etc., etter et
standardisert system (ansvar Nofima; Kolarevic et al., 2012). Ved avslutning av forsgket ble
fisken undersgkt med hensyn pa ytre morfologi; finneslitasje, gjellelokkskade, skinnlesjoner,
og katarakt basert pa metoder utviklet av Hoyle et al. (2007) og Kolarevic et al. (2012).
Evalueringen av katarakt ble gjort ved visuell observasjon av gyet, men uten bruk av en
spaltelampe. Hver av de observerte velferdsindikatorene ble gitt en heltalls-verdi mellom 0 og
5 (0-2 for gjellelokk, katarakt og skinnlesjoner). En score pa null indikerer ingen lesjoner
mens en score pa 5 (eller 2) indikerer et klart velferdsproblem. Alle verdiene i de ulike

figurene er gitt med standardfeil (+ SE) eller + observasjonsomrade (velferds data).

Statistikk

Fiskekar ble anvendt som den statistiske enheten. Velferdsresultatene ble testet ved hjelp av
GLM for multivariate datasett pa arc-sin transformerte data, og dersom signifikant, ble GLM
etterfulgt av Tukey’s post-hoc test. For alle de statistiske analysene ble signifikans-nivaet satt
til 0,05. Data fra blodanalysene og tilvekts (vekt, lengde, K-faktor, SGR) ble i hovedsak

11
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undersgkt ved hjelp av linear og ikke linear regresjon (individuelle malinger for blodverdier
ble testet mot karbondioksid konsentrasjonen i enkelt kar pa prevedato; utfart ved
Statgraphics Centurion 16 (Statpoint technologies Inc., Virginia). Det er blitt vist at
regresjonsanalyse gir et mer ngyaktig estimat for dose-respons forhold enn enveis ANOVA
(Shearer, 2000). Tilvekst data for enkeltfisk og blodparametre for enkeltfisk ble testet mot
gjennomsnittlig kar konsentrasjon i de fire forskjellige perioder som forsgket varte. Enveis
ngsta ANOVA ble ogsa benyttet etterfulgt av Tukeys HSD post hoc test (Statistica version 12,
Statsoft Inc., Tulsa, OK, 1993). Individuelle fisk ble ngstet i deres respektive kar.

12
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Resultater

Tabell 2 viser gjennomsnittlig konsentrasjon av karbondioksid i forskjellige perioder i
forsgket. De fem laveste konsentrasjonene er forholdsvis stabile gjennom forsgket, mens den

svart hgge gruppen varierer noe.

Tabell 2. Gjennomsnittlig konsentrasjon av karbondioksid i forskjellige perioder i forsgket.

Periode Kontrollgr. | Lav Medium | Noe hgg | Hag Sveert
gruppe | gruppe gruppe gruppe hag
gruppe
12.11.13- 2 mg/L 7mg/L | 16mg/L |24 mg/L | 30 mg/L | 30 mg/L
02.12.13 CO; CO; CO; CO, CO, CO;
02.12.13- 2 mg/L 7mg/lL | 16mg/L | 22mg/L | 27 mg/L | 39 mg/L
19.12.13 COo2 COo2 COo2 CO2 COo2 COo2
20.12.13- 2 mg/L 8mg/L | 16mg/L | 23mg/L | 27 mg/L | 31 mg/L
17.1.14 COo2 COo2 COo2 CO2 COo2 CO2
CO2
17.1.14- 2 mg/L 6mg/L | 15mg/L |20 mg/L | 30 mg/L | 38 mg/L
29.1.14 CO2 CO2 CO2 C0O2 CO2 CO2
Gjennomsnitt | 2 mg/L 7mg/L | 16mg/L |23 mg/L | 29 mg/L | 34 mg/L
fram til CO2 CO2 CO2 CO2 CO2 CO2
19.12.13
Gjennomsnitt | 2 mg/L 7mg/L | 16mg/L | 23mg/L | 28 mg/L | 34 mg/L
for hele COo2 COo2 COo2 CO2 COo2 COo2
forsgket

Velferdsindikatorer.

Analyser av de ytre velferdsindikatorene dag 37 (16.12.2013) viste at noen lesjoner var
tilstede hos fisk fra alle forsgksbehandlinger, slik som ryggfinneslitasje og skinnlesjoner (Fig.
1; se under). En lav forekomst av gjellelokk-, halefinne-, brystfinne- og gattfinneslitasje ble
funnet, uavhengig av forsgksbehandling. Statistiske analyser av resultatene indikerte ingen
paviselig effekt av CO, eksponering pa de eksterne velferdsindikatorene, siden ingen

signifikante forskjeller ble funnet mellom de eksperimentelle behandlingene (0,13 <p <0,95).
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Figur 1. Ytre velferdsindikatorer malt hos postsmolt eksponert for gkende CO,. Data representerer
gjennomsnitt av duplikate kar per behandling, innhentet gjennom malinger av ti fisk per kar, +
observasjonsomrade. Behandlinger som viser ulik bokstav indikerer signifikante forskjeller i de

registrerte indikatorene (p<0.05; ingen her).

Blodparametre

Det ble ikke pavist signifikante forskjeller i gjennomsnittlig plasma kortisol i de forskjellige
karbondioksid gruppene (Fig. 2; baseline; bld), men resultatene viste en firedobling av nivaet
av plasmakortisol i kontrollgruppen etter gjennomfart stressmestrings test. En noe mindre
gkning i plasmakortisol nivaet (ca 3X) ble registrert i de to behandlingsgruppene, 16 mg/L og
29 mg/L.
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Fig. 2. Plasma kortisol i stressmestrings testen (orange) og kontrollnivaer (blatt) for hver gruppe (malt
dag 37).

Det gjennomsnittlige partialtrykket for karbondioksid for de eksperimentelle gruppene var
signifikant hggere enn for kontrollgruppen pa alle tidspunkter (Fig.3). Partialtrykket i

plasmaet gkte med gkende konsentrasjon (partialtrykk) av karbondioksid i vannet.

30

25 4

20 A

151 —&— Dag nrvs 2 mg/L

—O— Dag nrvs 7 mg/L

—w— Dag nr vs 16 mg/L
—v— Dag nrvs 23 mg/L
—&— Dag nrvs 28 mg/L
—&— Dag nr vs 34 mg/L

PCO2 (mm Hg)

10 A

0 20 40 60 80 100
DAG

Fig. 3. Gjennomsnittlig partialtrykk (mmHg) og standardfeil for karbondioksid i plasmaet for
kontrollgruppen og de fem eksperimentelle gruppene i forsgksperioden. Forskjellige bokstaver viser

til at gjennomsnittsverdien er signifikant forskjellig (p < 0,05).
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Figur 4 til figur 7 viser typiske sammenhenger mellom vannets innhold av karbondioksid og
hva som skjer inne i fiskens blodplasma. Det var en positiv lineeer ssmmenheng mellom
partialtrykket av karbondioksid i vannet og i blodplasmaet ( Fig. 4a (11-11-13), 4b(5-12-13),
0g en negativ linezer sammenheng mellom konsentrasjonen av plasma bikarbonat og
konsentrasjonen av plasma klorid (Fig. 5a, b).

Gjennomsnittlig plasmaklorid for fiskegruppene ble redusert med gkende konsentrasjon
(partialtrykk) av karbondioksid i vannet (Fig. 6a). Det ble observer en signifikant negativ
lineser sammenheng mellom konsentrasjonen av karbondioksid i vannet og konsentrasjonen
av klorid i blodplasma (Fig. 6b, 6c, 6d). PH i plasmaet gkte med gkende konsentrasjon av
karbondioksid (Fig. 7a,b).

22

20 + [ J

18 A

16 A

14 -

12 A

10 A

Partialtrykk for karbondioksid i plasma (mm Hg)

2 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Partialtrykk for karbondioksid i vann (mm Hg)

Fig. 4a. Partialtrykk for karbondioksid i plasma som funksjon av partialtrykk av karbondioksid i
vann. (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens verdien for vann er det enkelte fiske kar).
Blodprevene er tatt ved kar kanten. PCOyppasma = 1.34 PCOyvanny + 4.5 (r* = 0.92; Dato: 14-11-13).
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Fig. 4b. Partialtrykk for karbondioksid i vannet og i plasmaet den 5-12-13. (Verdien for blodplasma
er for enkelt fisk mens verdien for vann er det enkelte fiske kar). Blodprgvene er tatt ved kar
kanten. PCOypasma = 1.25 PCOyvany + 4.9 (1r°= 0.92; Dato: 5-12-13).
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Fig. 5a. Plasma bikarbonat og plasma klorid 5-12-13 (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens

verdien for vann er det enkelte fiske kar). Blodpravene er tatt ved kar kanten.

[CIT (MM) = 138 —0.92 [HCO; JmM ( r = 0,94; 5-12-13).
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Fig. 5b. Plasma bikarbonat og plasma klorid 24-1-14 (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens

verdien for vann er det enkelte fiske kar). Blodprgvene er tatt ved kar kanten.

[CIT (MM) = 141.3 - 0.83 [HCO;]mM (= 0,84; 24-11-14)
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Fig 6a. Gjennomsnittlig plasma klorid (og standardfeil) i forsgksperioden. Forskjellige bokstaver viser

til at gjennomsnittsverdien er signifikant forskjellig (p < 0,05).
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Fig. 6b. Plasma klorid 14-11-13. (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens verdien for vann er
det enkelte fiske kar). Blodprevene er tatt ved kar kant.
Plasma klorid (mM) = 138.2-0.696* CO, (mg/L  (r2=0.92)
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Figur 6¢. Plasmaklorid 5-12-13. (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens verdien for vann er
det enkelte fiske kar). Blodprgvene er tatt ved kar kanten.
Plasma klorid (mM) = 136.3-0.646* CO, (mg/L  (r 2= 0.95)
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Fig. 6d. Plasma klorid 24-1-14 (naer avslutning av forsgket) (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk
mens verdien for vann er det enkelte fiske kar). Blodpravene er tatt ved kar kanten.
Plasma klorid (mM) = 139.6-0.655* CO, (mg/L  (r2=0.90)
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Fig.7a. Plasma pH 5-12-13. (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens verdien for vann er det
enkelte fiske kar). Blodpravene er tatt ved kar kanten.
pH = 7.21 + 0.016 * CO,- 0.0002 *(CO,)* r*=0.88; p < 0.0001
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Fig. 7b. Plasma pH 24-1-14. (Verdien for blodplasma er for enkelt fisk mens verdien for vann er det
enkelte fiske kar). Blodprevene er tatt ved kar kanten.
pH = 7.24 + 0.0134 * CO,- 0.0002 *(CO,)* r*=0.63; p < 0.0001
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Vekstmodeller.
Vekstmodellene var forskjellige i de forskjellige periodene. | perioden 11.desember til
2.desember sa ble forholdet mellom karbondioksid konsentrasjon og spesifikk veksthastighet

forklart av en 2. ordens polynom modell (p< 0,05; Fig. 8a):

SGR (2.12.13) = 1.2605 + 0.014 * CO, (mg/L) -0.00075*(CO, (mg/L))? (1)

| perioden 2.desember til 19.desember sa forklarte en 2. ordens polynom modell
sammenhengen mellom karbondioksid konsentrasjon og spesifikk veksthastighet (p< 0,05;
Fig. 8b):

SGR (19.12. 13) = 1.246 + 0.0060*CO, (mg/L) - 0.00044* (CO, (mg/L))>  (2)

| perioden 19. desember til 17. januar var det ingen tydelig sammenheng mellom
karbondioksid og spesifikk veksthastighet, og den spesifikke veksthastigheten var hgg i alle
grupper (Fig. 8c). Den hggeste konsentrasjonen var her 30 mg/L.

| siste perioden (17. januar til 29. januar) var det igjen en signifikant sammenheng mellom
karbondioksid og spesifikk veksthastighet, men i denne perioden sa er det lineaer regresjon

som gir best sammenheng (p < 0,05; Fig. 8d):

SGR (19-1-29-1-14) = 1.19227 - 0.0059 *CO, (mg/L) ©)
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Figur 8a. Spesifikk veksthastighet i perioden 11.desember til 02. desember 2013. Punkta representerer
en fisk, og gjennomsnittskonsentrasjonen i de enkelte replikate kar er brukt langs x-aksen.
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Figur 8b. Spesifikk veksthastighet i perioden 2.desember til 19. desember 2013. Punkta representerer

en fisk, og gjennomsnittskonsentrasjonen i de enkelte replikate kar er brukt langs x-aksen.

24



Grenseverdi for karbondioksid for postsmolt

2.5

19-12-13 til 19-01-14

2.0 A

15 A

“?.

1.0 4

0.5 A

Spesifikk veksthastighet (%/dag)

0.0 A [}

'0.5 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Karbondioksid (mg/L)

Figur 8c. Spesifikk veksthastighet i perioden 19.desember 2013 til 17. januar 2014. Punktene
representerer en fisk, og gjennomsnittskonsentrasjonen i de enkelte replikate kar er brukt langs x-

aksen.
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Figur 8d. Spesifikk veksthastighet i perioden 17. januar til 29. januar 2014.. Punktene representerer en
fisk, og gjennomsnittskonsentrasjonen i de enkelte replikate kar er brukt langs x-aksen.

Oversikt over vekstresultater.

Det var bare en fisk som dade i forsgket (i heg gruppen med hggest konsentrasjon av
karbondioksid). Tabell 3 gir en oversikt over vekstresultatene i forsgket. Gjennomsnittsvekten
for gruppen pa 7 mg/L er ikke signifikant forskjellig ifra kontrollgruppen pa noe tidspunkt.
Tabellen viser at gjennomsnittsvekten til postsmolten er signifikant redusert ved avslutningen
av forsgket (p < 0.05) for de tre gruppene som har gjennomsnitt pa 16-28 mg/L. Disse
gruppene er ikke signifikant forskjellige. Gruppen pa 34 mg/L har signifikant lavere vekt enn
alle de andre gruppene ifra 19. desember til 29. januar. Den gjennomsnittlige fiskelengden til
denne gruppen var ogsa signifikant redusert ved avslutningen. Vektresultatene er ogsa gitt i
figur 9a. Gruppen pa 23 mg/L er utelatt i figuren da den ikke er forskjellig ifra gruppen pa 16
0g 28 mg/L.
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Tabell 3. Oppsummering av vekstresultater (gjennomsnitt og standardfeil for vekt og K-

faktor). Tilsetningen av karbondioksid startet den 4. november, men var under 10 mg/L i alle

grupper frem til 12. november. N er 16-20 den 11. november, 38-40 den 2.desember, 19.

desember og 17. januar. den 29. januar og 29-30 (grunnet blodprgveuttak tre dager for).

Dato Kontrollgruppe | 7 mg/L 16 mg/L 23 mg/L 28 mg/L 34 mg/L
11-11-13 106.0+4.23ab 110.8+2.95a 98.743.32b 103.043.22ab 105.5+2.96ab 109.8+3.66a
2-12-13 135.1+3.57ab 142.6+3.39a 132.943.12b 129.94+2.63b 132.842.35b 127.242.75b
19-12-13 168.6+4.88ab 176.7+4.58a 163.0+4.22b 161.7+3.70b 158.9+2.95b 146.3+3.30c
17-1-14 268+8.65ab 282.3+7.74a 254.1+6.98b 256.2+6.43 252.4+5.51b 227.0£5.51¢c
29-1-14 314.1+12.36a 311.7+10.60ab 286.449.61b 291.1+8.88b 287.846.62b 256.9+8.01c
11-11-13 1.060£0.0136a | 1.070+0.0171a | 1.045+0.0134a | 1.072+0.0174a | 1.064+0.0121a | 1.061+0.0138a
2-12-13 1.136+0.0099a | 1.106+0.0072bc | 1.127+0.0153ab | 1.083+0.0078cd | 1.063+0.0080d | 1.077+0.0076d
19-12-13 1.162+0.0103a | 1.150+0.0101ab | 1.138+0.0103ab | 1.129+0.0099bc | 1.108+0.0075c | 1.105+0.0072c
17-1-14 1.245+0.0122 1.239+0.0101 1.222+0.0118 1.215+0.0098 1.199+0.0125 1.226+0.0114
29-1-14 1.261+0.0114a | 1.247+0.0134ab | 1.223+0.0142bc | 1.202+0.0121c 1.202+0.0099c | 1.206+0.0110c
350
300 A
250 A
C)
2 200 4
(]
>
—&— Dagnrvs 2 mg/L
150 - —O— Dag nrvs 7 mg/L
—w— Dag nr vs 16 mg/L
—v— Dag nr vs 28 mg/L
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Figur 9a. Vektutvikling hos fem av gruppene (gjennomsnittsverdier og standardfeil). Tallene

pa figuren er gjennomsnittlig konsentrasjon av karbondioksid i hele forsgket. Signifikante

forskjeller er gitt i tabell 3.
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals

III]I

30

29.5

29

28.5

Lengde 29-1-14

28

I

1.9 7.2 16.1 22.7 28.4 33.7
Karbondioksid grupper (mg/L)

27.5

27

Fig. 9b. Lengden ved avslutningen av forsgket.
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Fig. 9c. SGR for hele forsgket (gjennomsnitt og konfidensintervaller).
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Fig. 9 d. Spesifikk veksthastighet (enkeltverdier) i hele forsgket som funksjon av gjennomsnittlig
konsentrasjon i de enkelte fiskekar i hele forsgket.
SGR =1.3802 + 0.0103*CO, (mg/L) - 0.0005* (CO, (mg/L))?
(R =0.54; Rsgr = 0.289 Adj Rsqr = 0.272)

Diskusjon

Analysene av de eksterne velferdsindikatorene, for eksempel finneslitasje og skinnlesjoner,
kunne ikke avslgre noen effekt av CO; eksponering. Dette skiller seg i fra funn i en nylig
studie pa postsmolt som brukte samme metode for eksterne velferdsindikatorer (Handeland
mfl. 2014). @kende fisketetthet ga i det forsgket negative og signifikante effekter pa
brystfinneslitasje og katarakt. I den studien ble vanntilfagrsel justert samtidig med gkende
tetthet, for & holde CO,-konsentrasjon og andre vannkvalitets komponenter pa samme niva, og
slik at en dermed kunne isolere effekter av tetthet alene. | et parallelt forsgk til
tetthetsforsgket, ble vannmengden redusert (forsgksbehandling), men ved en konstant
fisketetthet (Handeland mfl., 2014). Da gkte CO, til omtrent samme konsentrasjons omrade
som her. | dette tilfellet ble det ikke funnet vesentlige endringer i eksterne velferdsindikatorer.
Dette stgtter funnene i studiet her pa effekter av CO,-eksponering. Person-Le Ruyet et al.
(2008) fant at redusert vannkvalitet resulterte i mindre finneslitasje hos regnbuegrret og
forfatterne forklarte funnet med at redusert vannkvalitet senket aktivitetsnivaet hos fisken.

Med unntak av en ikke-signifikant trend i ryggfinneslitasje (Fig. 1), ble det i denne studien
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ikke gjort tilsvarende observasjoner pa postsmolt av laks. Konklusjonen er at selv om CO,-
eksponering kan ha betydelige virkninger pa fysiologiske systemer som for eksempel syre-
base balanse, ione regulering, og forekomst av nefrokalsinose, virker ikke CO,-eksponering

til 34 mg/I & gi endringer i eksterne velferdsindikatorer hos postsmolt.

Plasma kortisol var heller ikke signifikant forskjellig hos de forskjellige gruppene noe som
kan indikere fraveer av kronisk stress. Det var en positiv linezer sammenheng mellom
partialtrykket av karbondioksid i vannet og i blodplasma. Dette er i overensstemmelse med
Ultsch (1996) og Fivelstad (2012). En kunne ha forventet en stigningskoeffisient neermere 1.0
i stedet for intervallet 1.25-1.34, siden det ma antas at det i hovedsak er rent fysiske prosesser
som bestemmer denne gkningen. Fisken ma opprettholde samme differanse mellom
partialtrykk i blodplasma og i vannet ogsa nar partialtrykket i vannet gker. Reduksjonen i
plasma klorid i de eksperimentelle gruppene i det ndverende eksperimentet var sannsynligvis
et resultat av elektrongytral ioneutveksling med HCO3™ ( LIoyd and White, 1967; Eddy et al.,
1977; Fivelstad et al., 2003b; Hosfeld et al., 2008; Petochi et al., 2011). Summen av negative
ioner skal vaere konstant og osmolariteten i plasmaet skal ogsa vaere konstant (Heisler,
1984).Det var ca. et 1:1 forhold mellom reduksjonen i plasma klorid og gkningen av

bikarbonat.

Korrelasjonen mellom karbondioksid konsentrasjonen i vannet og plasma klorid
konsentrasjonen i blodplasmaet var svert signifikant og det kan veere mulig & estimere
konsentrasjonen av karbondioksid i vannet utfra konsentrasjonen av plasmaklorid i fisken.
Basert pa modellen for spesifikk tilvekst for hele forsgksperioden sa ble SGR redusert for
konsentrasjoner over ca. 19 mg/L. Denne konsentrasjonen tilsvarer en konsentrasjon pa
ca.125 mM plasmaklorid inne i fisken (se figurer over karbondioksid plotta mot plasma
klorid). I en tilleggsundersgkelse finansiert av Hagskolen i Bergen ble nefrokalsinose ogsa
utviklet ved hggere konsentrasjoner enn 16 mg/L, sa det kan vaere en sammenheng mellom
plasmaet sin sammensetning og utviklingen av nefrokalsinose. | lukket produksjon av
Atlantisk postsmolt vil fisken leve med forhgya karbondioksid konsentrasjon (og partialtrykk)
i blodplasma sammenlignet med naturlige gkosystemer. Det vil ogsa veare hggere enn i
merdoppdrett, men det virker som om postsmolten kan leve med denne situasjonen. Likevel
vil sammensetningen av kroppsvaskene i lukket oppdrett kunne reise velferdssparsmal om
hvor grensene for forandring i kroppsvaskene skal ga (Huntingford, 2006). | dette forsgket

har effekt av gkt karbondioksid blitt undersgkt i et gjennomstremmingsystem likt det en kan
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finne i dagens flytende semi-lukkede anlegg i sjg. Nar det gjelder landbasert produksjon av
postsmolt i RAS, er ikke resultatene fra dette studiet ngdvendigvis gjeldende pa grunn av et
avvikende miljg i RAS (alkalitet, pH, N-fobindelser m.m) i forhold til dette forsgket. CO,
toleransen ma derfor undersgkes spesielt for RAS for postsmolt i brakkvann eller fullstyrke
sjgvann, slik det har blitt gjort i ferskvann for stgrre laks (Davidson et al., 2011). | RAS
systemer sa kan en fa samvirkende effekter av flere parametre som vil kunne redusere
grenseverdien. P& den andre siden sa vil en hggere alkalitet kunne motvirke effekten av
karbondioksid (Fivelstad, 2012).

Plasma natrium ble redusert i mindre grad enn plasma klorid og det var starre spredning
mellom enkeltfisker. Forholdet mellom karbondioksid og plasma natrium kan veere
kompensasjon for redusert plasmaklorid. Stress ville normalt forhgye konsentrasjonen av

natrium i sjgvann.

Resultatene i dose respons forsgk er avhengig av varigheten pa forsgkene (Colt, 2006). | det
navaerende forsgket ble postsmolten i noen grad akklimert til karbondioksid. Det var starst
effekter pa fisken i farste del av forsgket. Fisken tok likevel ikke igjen den tapte tilveksten
tidlig i forseket. Vekstmodellene for de forskjellige periodene ble sannsynligvis pavirket av
denne akklimeringen. Dette er seerlig tydelig i periode I11 der ogsa konsentrasjonen for den
hageste gruppen er lavere enn i periode 11 og IV. Dose respons forholdet i eksperimentelle
studier er ogsa avhengig av det aktuelle konsentrasjonsomradet (Shearer, 2000). | det
naveerende studiet var oksygenkonsentrasjonen over 80 % som er anbefalt for oppdrett.
Karbondioksid kan vere mer toksisk ved lavere oksygenkonsentrasjon (Basu, 1959;
Alabaster og Lloyd, 1982), og de trygge nivaene kan derfor ikke brukes ved lavere

oksygenmetning.
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