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Sammendrag

Fisk under transport blir ofte utsatt for plutselige overganger i miljgforhold fra kar pa land til sj@. Prosjektet gir grunnlag
for vurdering av risiko og tiltak forbundet med fisketransport og overfgring av fisk til nytt miljg for a bedre fiskevelferd
og overlevelse etter utsett i sjg. Béade rognkjeks og oppdrettet berggylt ble fulgte en opp 4 transporter som er
representative i forhold til vanlig praksis i naeringen. Det ble tatt blodprgver for analysering av primer (kortisol) og
sekundere (plasmaioner og pH) stressresponser. | tillegg ble fiskens slimceller undersgkt ved bruk av QuantiDoc-
metoden som indikasjon pa skinnhelse og barrierestyrken mot ytre miljg. Videre ble det i kontrollerte karforsgk med
berggylt undersgkt responsen pé akutte endringer i temperatur, salinitet og lysintensitet og for rognkjeks respons pa
akutte temperaturendringer som rognkjeks kan oppleve i forbindelse med transport og overfgring til merd.
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Oppsummering

For rognkjeks var det generelt en moderat gkning i stress etter transport, og en reduksjon
etter en uke i merd. Fisk med hgyst stressniva etter en uke i merd hadde hgyest
akkumulert dgdelighet etter 3 mnd. Merder med hgy dedelighet var ogsa karakterisert
med perioder med sterk strgm.

Ogsa for berggylt hadde forholdene pa lokaliteten starre betydning for overlevelse enn
transportstresset, spesielt kombinasjonen sterk strem og heye temperatur ga veert hgy
dadelighet. Kvaliteten pa fisken med avstumpede finner kan ha medvirket til at fisken
taklet disse miljeforholdene darlig.

For berggylt var det redusert tetthet av slimceller og barrierestatus (beskyttelse mot ytre
miljg) i huden ved gkende stressniva etter overfgring til merd.

Testing av temperaturtoleransen hos rognkjeks i intervallet 4,2, - 14,2 °C viser at
rognkjeks takler stress bedre ved hgye temperaturer enn ved den laveste temperaturen,
som kan bety at handtering, transport og overfaring av rognkjeks til nytt miljg er mer
kritisk ved lave temperaturer.

Berggylta reagerer pa endringer i lysintensitet, og stresser ned raskere ved hgy
lysintensitet enn nar lysintensiteten er lav.

Berggylta er svert tolerant for redusert salinitet (brakkvann) og taler godt et
temperaturdropp fra ca. 12 til 8-9 °C.



Bakgrunn

En har liten kunnskap om miljgtoleranse hos berggylt og rognkjeks spesielt i forbindelse med
transport og overfering til merd. | tillegg har en mistanke om at gkt dedelighet i sj@ etter
transport kan veere relatert til miljgmessige belastninger knyttet til selve transporten eller store
miljgsprang fra kar pa land til laksemerder i sja@. For rensefisk som helhet oppgir Mattilsynet
og fiskehelsetjenester at det fortsatt er store helse- og velferdsmessige utfordringer
(Fiskehelserapporten 2018).

Tidligere studier fra kontrollerte simulerte transportforsgk med rognkjeks under forskjellige
miljebetingelser viste at vannkvaliteten holdt seg relativt stabil under transport, men at gkt
tetthet forte til gkt stress tidlig i transporten og at stressnivaet ble redusert med gkende
transporttid. @kt temperatur fra 8 til 12 °C pavirket ikke stressnivaet, men starre
temperatursprang og temperaturdropp ble ikke undersgkt. For berggylt finnes det generelt lite
kunnskap pa dette omradet til tross for at bade produksjonen og transport forventes a gke. Det
er derfor et stort behov for utvikling av kunnskap om transport- og miljgtoleranse ogsa hos
berggylt for a sikre fiskevelferd under transport og redusere risikoen for dedelighet etter utsett
i merd.

Prosjektet ble gjennomfgrt av Akvaplan-niva pa oppdrag fra Fiskeri- og havbruksnaringens
forskningsfond (FHF) v/ Eirik Sigstadste gjennom prosjektet " Toleranse for transportstress og
miljgoverganger hos berggylt og rognkjeks™ (prosjektnummer 901426). Styringsgruppen for
prosjektet var Olav Breck (Marine Harvest), Kjetil Heggen (Lergy Seafood) og Halvard
Hovland (Havlandet Marin Yngel). Takk til Espen Grgtan og andre ansatte ved Marine Harvest
Labrus.

Hovedmalet med prosjektet var a etablere en bedre kunnskapsbasis for sikring av fiskevelferd
under transport og overfgring av berggylt og rognkjeks til sjg, basert pa undersgkelser av
transportforhold i felt og kontrollerte forsgk.

Delmal:

1. Beskrive typiske transportforlep for berggylt pa bil og brgnnbat, og vurdere
risikoelementer basert pd maling av fiskens stressrespons

2. Beskrive seineffekter av transport og miljgovergang for berggylt og rognkjeks etter
overfgring til merd

3. Kartlegge stressrespons pa bra miljgendringer som temperatur, salinitet og lysintensitet
hos berggylt i kontrollerte forsgk

4. Kartlegge stressrespons pa bra temperatur-overganger hos rognkjeks i kontrollerte
forsgk

Forventet nytteverdi: Handtering og starre miljgendringer som fisken utsettes for ifm. transport
fra pavekstanlegg og overfaring til sjg kan utgjgre betydelig stress med pafalgende gkonomiske
tap som falge av gkt dedelighet, svekket motstandsevne mot sykdommer og redusert
lusespising. Det er vanskelig a falge opp slike seineffekter av transport i merder i sjg. Data fra
uttesting av miljgeffekter i kontrollerte karforsgk sammen med analyser fra forskjellige
transportbetingelser i felt vil gi mer kunnskap om forskjellige transportforhold og seineffekter
pa fiskevelferd i sjg. Bedre dokumentasjon pa hvordan transport pavirker stress og kvalitet pa
rensefisk kan utnyttes i forbedringsprosesser hos transportgr med bedre regulering og tilpasning
av fisketransporten.
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Datagrunnlaget fra prosjektet vil gi oppdretter bedre forutsetninger for & vurdere
risikoelementer rundt transport og gjere tiltak som kan redusere risiko og bedre fiskevelferd og
overlevelse etter utsett i merd med laks.

Introduksjon

Typiske problemstillinger ved transport er at fisken ofte blir utsatt for plutselige
forandringer/overganger i miljgforhold nar fisken flyttes fra kar pa land til sjg. For & vurdere
risikoen for den enkelte fisketransporten og eventuelt gjare tiltak for a gjgre overgangen til sjo
mest mulig skansom er en avhengig av kunnskap om fiskens respons pa de forskjellige
miljgparameterne den utsettes for. En har ogsa behov for mer kunnskap om hvordan stressnivaet
fisken har etter transport pavirker tilpasning og overlevelse etter overfgring til merd.

Temperatur: Rensefisken utsettes for en gkning eller reduksjon i temperatur avhengig av nar pa
aret den settes ut. Det kan veere fordelaktig mhp. god kontroll med lakselusa & sette rensefisken
ut tidlig pa varen. Fisken utsettes da for et betydelig temperaturdropp, som den kan fa problemer
med a takler. Det er observert at berggylt som utsettes for en temperaturreduksjonen pa mer enn
ca. 3 °C blir liggende tilsynelatende bevisstlgs i bunnen av karet eller merden, og blir ikke aktiv
far temperaturen gker igjen. Overganger fra lav til hayere temperatur synes rensefisken a takle
bedre. For rognkjeks har en fra forsgk indikasjoner pa at en temperaturgkninger fra 8 til 12 °C
er uproblematisk, men fysiologisk respons og stress ved stgrre temperaturgkninger eller
plutselige temperaturdropp vet en lite om. For a skaffe mer kunnskap om det miljgmessige
"vinduet" en har for utsett av rensefisk, samt beskrive behovet for & legge til rette for
akklimatisering for transport er det viktig & avklare temperaturtoleransen for berggylt og
rognkjeks, samt hvordan temperatur spiller inn pa restituering etter en stressbelastning.

Salinitet: Bade rognkjeks og berggylt kan oppleve salinitetsoverganger i forbindelse med utsett
pa ferskvannspavirkede lokaliteter eller der en bruker ferskvann i behandling mot lus.
Rognkjeks har i forsgk vist god toleranse for lav salinitet, og salinitet er ikke pekt pa som en
utfordring ved overfgring til merd. Berggylt utsettes for lav salinitet i behandling mot AGD,
men ved en mer gradvis tilvenning og ved hgyere temperatur enn det den utsettes for i
forbindelse med utsett i sjg spesielt tidlig pa varen. En har erfaring med gkt dgdelighet etter
transport av berggylt med brgnnbat hvor en mistenker at redusert salinitet kan ha spilt inn.
Kunnskap om salinitetstoleranse hos berggylt er viktig for  vurdere behovet for akklimatisering
far utsett eller avgrensing av hva slags forhold berggylt kan settes ut under.

Lysintensitet: Erfaring med berggylt viser at den er sveert fglsom for lys, og en typisk
stressreaksjon er at den klumper seg sammen. Den oppdrettes derfor ved lav lysintensitet. Ved
utsett om varen utsettes den derfor for en kraftig og plutselig gkning i lysintensitet.
Sammenklumping av fisk etter overfaring til brgnnbat har i flere tilfeller vert forbundet med
stor dedelighet, og en mistenker at eksponering til sterkt sollys kan veere medvirkende arsak.
Det er vanlig at brgnnbater har apne luker under bade opplasting og transport. Det er derfor
behov for mer kunnskap om lysintensitet som stressfaktor under transport.

Handtering og transportmetode: Rapporter fra oppfelging av rognkjeks under transport har
identifisert selve handteringen av fisken, spesielt ved omlasting fra bil til sekundartransport,
som en stor stressfaktor. Berggylt virker enda mer fglsom for stress og reagerer kraftigere enn
rognkjeks atferdsmessige ved at fisken klumper seg sammen og trekker nedover i vannmassene.
Dette kan by pa problemer f.eks. i brennbat hvor en kan finne berggylt presset sammen rundt
avlgpsriseten, og i merd hvor temperaturen pa dypet spesielt om varen kan vaere lavere enn den
ser ut til & tale (blir inaktiv/paralysert). Det er heller ikke uvanlig at stgrre partier av berggylt



levert med brgnnbat blir samlet i en enkelt brgnn og derfra bli fordelt pa flere merder. Dette vil
for en del av fisken bety lengre eksponering for handteringsstress ifm. pumping osv. og sterre
akkumulering av stress. Hvordan berggylt akkumulerer stress og hvordan den nedregulerer
(akklimatiserer seg) i etterkant av forskjellige stressituasjoner vet en ikke. Oppfalging av
transporter i felt med miljgmalinger, filming av adferd og maling av fysiologisk respons pa
fisken kan gi bedre kunnskap om atferdsmessig respons pa forskjellige stressfaktorer og gi
mulighet for bedre tilpasning av transportmetoder for berggylt.

Overfgring og akklimatisering til merd: Tidligere undersgkelser av transport av rognkjeks fant
at stressnivaet var pa sitt hgyeste like far fisken ble overfart til merd etter sekundeertransporten.
En fikk ikke data pa videre utvikling av stress i merd og andre fiskehelseindikatorer som kunne
si noe om den videre skjebnen etter utsett pa grunn av hgyt uregistrert svinn og problemer med
a fa gode registreringer pa dgdelighet. Man er derfor avhengig av a finne andre mal pa
seinvirkninger i sjg (sekundare og tertieere stressresponser), samt gode metoder for uttak av
fisk for prevetaking. Fer man har kunnskap om en endelige responsen pa transportforholdene
etter utsett i merd, den akkumulerte effekten av transport- og handteringsstresset, kan man
heller ikke beskrive en optimal fiskeleveranse og forutse resultatet av et utsett.

Prosjektet bestar av fire deler:

1) For rognkjeks fulgte en opp 4 transporter (2 pa bil og 2 i brennbat) som er representative i
forhold til vanlig praksis i nzringen. Det ble tatt blodpraver av 6 fisk fegr transport (ustresset
fisk), etter transport (fra transportkar like for overfgring til merd) samt etter en uke i merd for
analysering av primeer (kortisol) og sekundare (plasmaioner og pH) stressresponser. 1 tillegg
ble fiskens slimceller undersgkt ved bruk av QuantiDoc-metoden som indikasjon pa skinnhelse
og barrierestyrken mot ytre miljg (tertizer stressrespons). Dette blir gjort pa 5 fisk far transport
(updvirket fisk) og 5 fisk ca. en uke etter overfgring til merd.

2) Samme type undersgkelser som ovenfor ble gjort pa oppdrettet berggylt i forbindelse med to
battransporter og to biltransporter med innlagt omlasting til sekundaertransport med bat (hhv.
brgnnbat og transportkar pa arbeidsbat) til merd. Ogsa her ble forandringer i skinnhelse
undersgkt ved hjelp av QuantiDoc-metoden.

3) | kontrollerte karforsgk ble responsen pa akutte endringer i temperatur, salinitet og
lysintensitet undersgkt hos oppdrettet berggyilt.

4) | kontrollerte karforsgk respons pa akutte temperaturendringer som rognkjeks kan oppleve i
forbindelse med transport og overfaring til merd undersgkt.

Denne sluttrapporten bestar derfor av fire deler:

I.  Rognkjeks: Transport og overfgring til merd
I1.  Berggylt: Transport og overfgring til merd
I1l.  Rognkijeks: Toleranse for bra temperaturovergang
IV.  Berggylt: Toleranse for bra miljgoverganger; lys, temperatur og salinitet
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Generelt om analysene i prosjektet

| prosjektet er det brukt et sett av analyser i forsgk pa a beskrive fiskens respons pa de
forskjellige fasene av en transport og overgangen til nytt miljg. | bade oppfelgingen av
transportene i felt og overgangen til merd, samt i de kontrollerte forsgkene med testing av
respons pa bra miljgoverganger ble det tatt blodprgver for maling av plasmakortisol som mal
pé akutt stress, plasmaionene Na*, CI-, K* og Ca?* som mal pa osmotisk stress og fiskens evne
til a regulere salt-vannbalansen under stress og miljgendringer, og pH som indikasjon pa fiskens
metabolske aktivitet.

Fra alle transportene ble det i tillegg tatt skinnprgver fgr transport og en uke etter overfaring til
med for & analysere slimcellestatus, basert pa Quantidoc-metoden (Pittmann m.fl. 2013), som
mal pa fiskens robusthet eller barrierestatus mot ytre miljg og infeksjoner. Pa rognkjeks ble det
i tillegg gjort morfometriske analyser av en nyoppdaget celletype i huden, Q-celler, som ogsa
ble tolket som en indikator pa robusthet.

Kortisol

Selv om stressresponsen i utgangspunktet er en adaptiv respons som skal hjelpe dyret med a re-
etablere sin likevekt i mgte med en stressor (Barton m.fl. 2002), vil hyppig eksponering for en sterk
stressor (f.eks. handtering eller miljgendring) ha en kostnad i akvakultursammenheng (Barton og
Iwama 1991). Det endelige resultatet av stress, den tertizere stressresponsen, oppstar ved
overbelastning eller kronisk stress og kan blant annet fare til redusert immunforsvar, redusert evne
til ioneregulering og redusert appetitt (Wendelaar Bonga 2011, Remen m.fl. 2012). Det finnes ikke
kunnskap om kortisolmetabolisme (produksjon og nedbrytning) eller kortisolreseptortetthet hos
rognkjeks og berggylt, og det er forelgpig begrenset kunnskap om sammenhengen mellom malte
kortisolniva i plasma og sekundeare/tertizere stressresponser.

Osmotisk stress

Kortisol inngar i fiskens ioneregulering (osmoregulering) og energiomsetningen, og endringer
i ionebalansen er en typisk sekundaer stressrespons (Veiseth m.fl. 2006). Kraftige stressrespons
vil generelt gke permeabiliteten i gjellene og redusere kapasiteten for osmoregulering. Dette vil
fare til gkt ionekonsentrasjonen (dehydrering) hos fisk i sjgvann (Arends m.fl. 1999) som over
lengre tid vil forarsake dedelighet.

Variasjonen i plasmaionene analysert i dette prosjektet vil gi et bilde pa hvordan fiskens
saltbalanse pavirkes og er blant de viktigste miljgfaktorene for fisk. Fiskens ionebalanse
reguleres gjennom aktiv regulering av vann og saltioner via bl.a. nyrer, tarm og gjeller
(McCormick & Saunders 1987).

Na*, CI, K* og Ca®" som ble malt i dette prosjektet reguleres primart over gjellene (Marshall
2002). I sjgvann pumpes CI- aktivt ut over gjellenes kloridceller hjulpet av enzymet Na*, K*-
ATPase (Silva m.fl. 1977), og Na*-ionene falger passivt med denne Cl-transporten. Na*, K*-
ATPase-aktiviteten oppreguleres bl.a. av kortisol (Madsen m.fl. 1995, Mancera & McCormick
1999). K*-ioner resirkuleres for det meste over den basolaterale membranen (siden av
gjelleepitelet som vender innover i gjellefilamentet og utveksler ioner med blodet), men en liten
mengde skilles ut passivt. Ca®* blir tatt aktivt opp over gjeller og tarm hjulpet av enzymet Ca®*-
ATPase (Flik m.fl. 1995, 1997), og mekanismen er lik i sjgvann og ferskvann. I tillegg er det
en utveksling mellom Na* og Ca?* over den basolaterale membranen i gjelleepitelet (Verbost
m.fl. 1997).

pH

Regulering av pH hos fisk (syre-base regulering) er tett koplet til ekskresjon av CO2. Gjennom
regulering av likevekten mellom bikarbonat (HCO3") og H* reguleres den direkte utskillelse av



CO2 og vann (Perry & Gilmour 2006). Hos fisk er denne reguleringen direkte koplet til
osmoregulering ved at utvekslingen av (HCO3") og H* over gjellene er koplet til Na* og CI-.
Laks vil ved kraftig stress og utmattelse fa redusert pH, sannsynligvis pavirket av gkt CO; i
blodet. Tilsvarende vil skje ved hyperoksi der respirasjonsraten gar ned og CO2 akkumuleres i
blodet pa grunn av redusert utlufting over gjellene. En slik situasjon vil vanligvis kompenseres
med gkt opptak av bikarbonat (HCO3-) som bufrer blodet slik at pH gker igjen og sterre andel
CO; kan diffundere ut over gjellene. Gjennom koplingen med CO2 som pavirkes av bl.a. fiskens
aktivitet (metabolisme) og respirasjonsrate er pH er mal pa sekundar stressrespons.

Skinnhelse

Skinnet og slimlaget utgjer fiskens barriere mot ytre miljg og ferstelinjeforsvaret mot
infeksjoner, og responderer p& endringer i miljget. Kvantitative analyser av areal (um?) og
tetthet (% dekning av huden) av slimceller i hud, samt barrierestyrke i huden som funksjon av
areal og tetthet av slimceller er brukt som mal pa skinnhelse (analysert av QuantiDoc®).
Metoden er dokumentert som relevant mal pa velferd og helse hos laks (Pittman m.fl. 2013),
hvor tetthet og barrierestyrke er positivt korrelert med gkende fiskevelferd og helse (robusthet
overfor ytre milj@). Spesielt interessant for rognkjeks er de nyoppdagete cellene kalt Q-celler
(identifisert av Karin Pittman, universitetet i Bergen), som er svart framtredende i huden og
viser en klar respons pa stress og miljgendringer, spesielt i forhold til tettheten av Q-celler
(Jonassen m.fl., upubliserte data).
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Del I: Rognkjeks: Transport og overfaring til merd

Malet med denne undersgkelsen er a fa mer kunnskap om pavirkningene fra transport ved utsett
i merd og skaffe bedre forstaelse for hvilke forhold som pavirker fiskevelferd og overlevelse
for rognkjeksen i merd. | tillegg til kartlegging av primeer og sekundaer stressrespons ble nye
metoder for vurdering av slimcellestatus (QuantiDoc) benyttet som mal pa endringer i toleranse
overfor miljgendringer.

Gjennomfaring

Utvikling av stress hos rognkjeks ble undersgkt gjennom fire kommersielle transporter av
rognkjeks fra kar til merd, samt en uke etter overfaring til merd. De to farste transportene var
direkte transporter med bil (T1 og T2) og de to siste direktetransporter med hurtiggaende
brgnnbat (T3 og T4). For hver gruppe ble seks blodprgver tatt for transport, etter
direktetransporten (i brenn like far overfering til merd) og etter en uke i merd for maling av
kortisol (primeerstress), ioner og pH fra blodplasma (sekundeert stress). | tillegg ble det tatt ut
5-6 fisk far transport og etter en uke i merd for analysering av slimcellestatus i skinn
(QuantiDoc-metoden). Beskrivelse av prevetakings- og analysemetodene er gitt i vedlegg 1.

Uttak av fisk fra kar eller tanker pa bil og bat skjedde direkte med hav og fisken ble avlivet med
overdose bedavelse (Finquel, 200 mg/l) fer prevetaking. Det tok ca. 15-45 sekunder fra fisken
ble tatt ut til den var ded. | merd skjedde uttak av fisk med hav fra skjul plassert ved merdkant.

To-veis ngstet ANOVA med grupper ngstet i tidspunkt ble brukt til & undersgke forskjeller
mellom tidspunkt uavhengig av gruppe. En-veis ANOVA ble benyttet for & undersgke om det
var forskjeller mellom transportgruppene pa de enkelte prgvetakingstidspunktene. Signifikante
ANOVA ble etterfulgt av Student Newman-Keuls test (SNK) for & identifisere hvilke grupper
som var forskjellige. Dersom annet ikke er oppgitt inngikk seks blodprgveanalyser per gruppe
per maletidspunkt (n=6) og fem skinnprgver per gruppe per maletidspunkt (n=5).
Regresjonsanalyser ble foretatt for & identifisere graden av kausal sammenheng mellom
blodparametere og skinnhelse. Signifikansniva (o) pa 0,05 ble brukt i alle analysene.

Beskrivelse av transportene

En oppsummering av forholdene under de fire transportene og i merd etter transport er gitt i
Tabell 1.

Transport 1 (T1):

Direkte transport fra yngelanlegg med bil til merd (14 timer). Bil ble tatt med ferge ut til anlegg.
Opplasting pa kveld, utsett i merd tidlig morgen (lys). Det var liten temperaturendring fra start
til slutt (fra 7,0 °C i kar til 7,5 °C i merd ved levering) av transporten. God kvalitet pa fisken,
ingen observerte lyter. Yngel fra samme opphav som T2.

Lokaliteten er veerutsatt med sterke vindgenererte strammer malt opptil 70 cm/s. Erfart korte
perioder med slike forhold i lgpet av hgsten (3-4 timer med 60-70 m/s). Lav dgdelighet pa
rognkjeksen frem til 5. oktober (0,1 %), gkende til 14 % ved utgangen av desember.
Strem/verforhold kan ha pavirket dette. Laksen er G18-generasjon, utslaktes ut varen 2019.
Lusesituasjonen 2018 normal, behandling to merder i november. 3 stk. gardiner fra Norse Aqua
i hver merd. Foring av rognkjeks med tarrfor (Atlantic Gold, 2 mm) med Aquality luftdrevne
matere pa 2m og 8-13 m dyp. Agnposer med Symbio-for til leppefisken + frosne kubber i
kanner som rognkjeksen ogsa spiser fra.
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Transport 2 (T2):

Direkte transport fra yngelanlegg med bil til merd (10 timer). Bil med ferge ut til anlegg. Yngel
fra samme opphav som T1. Opplasting pa kveld, utsett i merd tidlig morgen (lys). Liten
reduksjon i temperatur fra start til slutt (fra 7,0 °C i kar til 5,7 °C i merd ved levering). God
kvalitet pa fisken, ingen observerte lyter, god appetitt og god kontroll med lus frem til forste
behandling i august. Slapp fellesavlusning i mai pga. rensefisken holdt lusetallene lave. Ingen
dedelighet farste uken etter utsett. Akkumulert dgdelighet etter 3 mnd. var 34 %. Noe av fisken
var avmagret og en del hadde sar og finneslitasje som ble forbundet med gnaging mot notvegg
ved kraftig strem og fra spyling av not. Sarutvikling ble spesielt sett i ssmmenheng med spyling
av not. Lokaliteten beskrives som varhard med tung sje og kraftig stram (malt opptil 60 cm/s).

Det ble praktisert kun handforing av rensefisken. Hver merd har 10 stk. skjul av typen «Happy-
fish» med stivere substrat som forventes spesielt tilpasset rognkjeks pa stramutsatte lokaliteter
(gir letter feste ved kraftig strem og observerer effekt ved at rognkjeksen i mindre grad blir
dradd mot opp mot notveggen i perioder med kraftig strem). I tillegg har merdene vanlig «Kina-
tare» beregnet for leppefisken.

Det ble satt ut et nytt parti rognkjeks i november/desember som ble betegnet som mindre
vellykket med tanke pa overlevelse, appetitt og trivsel, som knyttes til hyppig handtering pga.
avlusning av laks. Rognkjeksen i desember ble satt ut ved hgye lusetall og like fgr avlusning.
Dgdelighetstallene ble antatt underrapportert pga. problemer med registrering fra brgnnbat i
forbindelse med avlusning av laks samt urapporterte tall fra slaktelinjen for laks. Det var
villfanget leppefisk i tillegg til rognkjeks i merdene, med total innblanding pa 15 — 25 % (maltall
15% faktisk innblanding, men inkludert supplering for dgdelighet ble akkumulert
innblandingsprosent beregnet til ca. 25 %).

Transport 3 (T3):

Direkte transport fra yngelanlegg med hurtiggaende spesialbygd brgnnbat for rensefisk til merd
(6 timer). Yngel fra samme opphav som T4. Tid for opplasting 3,5 time. Transport pa dagtid
(overskyet). Lys pa dekk og i brgnn. Liten temperaturforskijell fra start til slutt (fra 8,2 °C i kar
til 8,7 °C i merd ved levering). God kvalitet pa fisken, ingen observerte lyter. Lokaliteten er
spesielt stramutsatt. Dadelighet 0,5 % etter en uke i sjg. Merdene satt opp med 3 stk. gardinskjul
og 1 trekkspillskjul for rensefisk. Spesielt trekkspillskjulet som var av stivere materiale var
beregnet for rognkjeks. Automatféring av terrfor. Degdeligheten i slutten av februar (ca. 2,5
mnd. etter utsett) var akkumulert til 45 %. Hoveddelen (5000 fisk) av den rapporterte
dedeligheten var knyttet opp mot perioder med sterk strem og spyling av not, og fisken var
preget av sarskader. Det var en gradvis nedgang i temperatur fra 8,7 °C ved utsett i desember
til 5,9 °C i slutten av februar (nabolokaliteten til T4).

Transport 4 (T4):

Direkte transport fra yngelanlegg med hurtiggaende spesialbygd brennbat for rensefisk til merd
(5 timer). Yngel fra samme opphav som T3. Tid for opplasting 1 time. Transport i marke,
opplasting av fisk pa kveld (19:30), overfgring til med natt (00:30). Lys pa dekk og i brenn.
Liten temperaturforskjell fra start til slutt (fra 8,2 °C i kar til 8,5 °C i merd ved levering). God
kvalitet pa fisken, ingen observerte lyter. Normalt gode stramforhold pa lokaliteten. Dgdelighet
0,5 % etter en uke i sjg. Merdene satt opp med 3 stk. gardinskjul og 2 trekkspillskjul for
rensefisk. pesielt trekkspillskjulet som var av stivere materiale var beregnet for rognkjeks.
Automatforing av terrfér. Dgdeligheten i slutten av februar (ca. 2,5 mnd. etter utsett) var 11 %.
Dadeligheten gkte i starten av februar og det meste av dedfisken hadde sar. Det var en gradvis
nedgang i temperatur fra 8,7 °C ved utsett i desember til 59 °C i slutten av februar
(nabolokaliteten til T3).
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Tabell 1. Transportforhold for fire forskjellige transporter av rognkjeks.

Transportbetingelser, rognkjeks |T1, 17/4 T2,19/4 T3, 6/12 T4, 6/12
Transportmetode Bil Bil Brgnnbat Brgnnbat
Transporttid (timer) 14 10 6 5
Fiskestgrrelse (g) 30 31 40 38
Sultperiode (dager) 1,5 1,5 1,5 15
Antall fisk transportert 27 000 21000 48 000 52 500
Antall fiskekar/brgnner 12 12 3 3
Karstgrrelse (m3) 2 2|3 stk (4,6 og 13 m3)| 3 stk (4, 6 og 13 m3)
Fisketetthet uder transport (m3) 34 27 92 88
Vannkvalitet under transport
0O2-start 120 120 103 89
02-slutt 104 107 108 98
pH-start 8,12 8,1 7,4 7,33
pH-slutt 7,43 7,36 7,66 7,75
temp °C start 7 7 8,2 8,2
temp °C slutt 7,2 7,1 8,7 8,5
Forhold i merd etter overfgring
temp i merd ved levering (°C) 7,5 5,7 8,7 8,5
Merdstgrrelse 160 m 200 m 200 m 160 m
Antall laks 176 100 125 000 199 000 199 000
Generasjon laks 18G, 82 ¢g 17G 18G 18G
Blanding av leppefisk og rognkjeks? ja ja ja ja
% innblanding rensefisk totalt 14 15 11,5 13
Antall rognkjeks 13 500 10 500 14 100 14 200
% innblanding rognkjeks 7,7 8,4 7,1 7,2
% dgdelighet etter 7 dager 0 0 0,5 0,5
% dpdelighet etter ca. 3 mnd 2,6 % 34 % 45 % 11%
% dgdelighet etter 7 mnd 18 % 40 % - -
f@rste uken: 9-7, f@rste uken: 9-7,
gkende fra| gkende fra 7 til|avtagende utover |avtagende utover
7,5til 17,4 °C| 17 C | august,. |vinteren til 5,9 vinteren til 5,9
temp etter utsett i august| 8 C | desember|(26/2) (26/2)

Forste trinn i fisketransporten, overfgring fra kar til brennbat: nedtapping av kar (trenging) og
transport av fisk i rar fra kar til brgnnbat via fisketeller.
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Levering av rensefisk med bil.
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Resultater og diskusjon

Plasmakortisol som mal pa primar stressrespons ble malt pd rognkjeks i de fire
transportgruppene far transport, like etter transport (fra transporttank fgr overfering til merd)
og i merd en uke etter transport. Resultatene er vist i (Figur 1). Ingen av gruppene hadde innlagt
sekundzrtransport, men ble transportert med bil (T1 og T2) eller brennbét (T3 og T4) direkte
til merd.
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Figur 1. Utvikling i gjennomsnittlig stressniva (plasmakortisol) pa forskjellige stadier under transport
for fire transporter av rognkjeks. Vertikale linjer pa sgylene viser standard feil (SEM).

Uavhengig av transportgruppe var plasmakortisol signifikant hgyere etter transport
sammenlignet med far transport og etter en uke i merd (p<0,001), og det var spesielt T3 og T4
som pavirket denne trenden (SNK, p<0,05).

Det gjennomsnittlige stressnivaet etter primertransport er kun halvparten av gjennomsnittlig
niva fra 15 kommersielle transporter av rognkjeks rapportert i et tidligere prosjekt og en
tredjedel av nivaer malt etter sekundeertransport hvor fisken ble omlasting fra bil til bat (Remen
m.fl. 2017). Dette tyder pa at transportmetodene og prosedyrene for handtering av fisk i
forbindelse med transport har blitt mer skansomme og tilpasset arten.

Det var ingen signifikant forskjell mellom transportgruppene pa de forskjellige
maletidspunktene (p<0,001), men en klar tendens til hgyere stressniva etter transport i gruppene
transportert med bat (T3 og T4) sammenlignet med gruppene transportert med bil (T1 og T2).
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Battransportene var av Kkortere varighet enn biltransportene (Tabell 1). T1 hadde lengst
transporttid av alle gruppene og lavest stressniva etter transport. Bade pa laks (lversen m.fl.
2005) og rognkjeks (Remen & Jonassen 2017) er det tidligere vist at fiskens mulighet til &
stresse ned etter en handtering og miljgovergang, f.eks. opplasting til transport, gker med
transporttiden og gjer fisken bedre i stand til & mgte nye stressorer etter overfgring til merd.

Selv om stressnivaene gjennom transporten og etter utsett var relativt lave, var det forhgyede
nivaer i T2 og T3 sammenlignet med utgangsnivaene far transport, som tyder pa kronisk stress.
Kronisk stress reduserer bl.a. fiskens motstandsevne mot sykdommer og evne til & motsta
additivt stress (Wendelaar Bonga 1997), og det er tidligere vist at transportstress pavirker
overlevelsen hos atlantisk laks (Finstad m.fl. 2003) og coho laks (Schreck m.fl. 1989).

Plasmakortisol malt etter utsett i merd treffer bra som predikator for den hgye dgdeligheten som
kommer senere i T2 og T3 (ca. 3 mnd. i sjg, Tabell 1), men ikke med dgdelighet etter 1 uke,
som var lav for alle gruppene. Lokalitet som “confounding™ (forvirrende) effekt gjer det
vanskelig a si om utviklingen etter utsett i merd er en lokalitetseffekt eller er pavirket av forhold
i yngelfasen.

Ser man dgdelighetsutviklingen i sammenheng med miljgforholdene, hvor lokalitetene T2 og
T3 ble satt ut var stramsterke, og driftsforhold, hvor gkt dgdelighet og utvikling av sar ble
observert etter spyling av ngter og handtering i forbindelse med avlusning, forklarer
sannsynligvis mekaniske skader (f.eks. skrubbsar) og driftsbetinget additivt stress en stor del
av forskjellene i dedelighet. Systematiske observasjoner av rognkjeks i merd viser at 25 - 70 %
av rognkjeksen kan veere plassert mot notveggen, mens helt ned i 25 % kan vare observert
pelagisk eller hvilende (Aas 2018). Plassering langs notveggen gjar fisken svaert eksponert for
sarskader fra spyling og gnagsar fra nota ved bglger og sterk stram. Maksimal svemmekapasitet
hos rognkjeks pa ca. 300g ligger mellom 25-34 cm/s, avhengig av temperatur, og selv om
rognkjeksen kan holde seg fast pa et fast substrat under stremhastigheter pa over 80 cm/s i noen
minutter, klarer den ikke feste seg igjen ved sa haye hastigheter (Hvas m.fl. 2018). Dette viser
hvor krevende de tre lokalitetene med hgy stremhastighet (T1, T2 og T3) er for rognkjeks.

Det var ingen entydig endringer i pH gjennom transportforlgpet og etter utsett (Figur 2), med
unntak av T1, og indikerer generelt gode transportforhold og liten aktivitetsgkning etter utsett.

Under biltransportene var miljgforholdene primeert styrt gjennom god lufting av vannet (samt
regulering av oksygen) som reduserer CO> konsentrasjonen og stabiliserer oksygenmetningen,
mens battransportene hadde god vannutskifting. Dette var reflektert i malingene av
oksygenmetning og pH under transportene ( Tabell 1). Tidligere undersgkelser av transporter
av rognkjeks hvor et stgrre sett av miljgparametere ble analysert (Remen & Jonassen 2017),
konkluderte ogsa med at miljeforholdene under transport pa bil og bat generelt var gode, og
hadde relativt liten innvirkning pa transportstresset og velferd under transport.

Lokaliteten T1 ble satt ut pa betegnes som spesielt stremutsatt. Redusert pH kan for T1 vare
indikasjon pa gkt svemmeaktivitet som gker forbrenningen og dermed konsentrasjonen COs i
blodet som fisken kompenserer for gjennom regulering av syre-base likevekten som styrer
utskillelsen av CO2 over gjellene, dvs. redusert pH gir gkt CO> —utlufting (Perry & Gilmour
2006). Hay oksygenmetning i transportvannet ville ogsa redusert pH i blodet (Fivelstad &
Binde 1994), siden fisken styrer respirasjonsraten i forhold til oksygen, og ved hgy
oksygenmetning vil respirasjonsraten reduseres og dermed redusere utskillelsen av CO..

Dataene star likevel i kontrast til tidligere analyser av pH i blodplasma til rognkjeks hvor bade
nivaene far transport (pH=7,5) og etter transport (pH=8,1) var betydelig hgyere (Remen og
Jonassen 2017). Det ble da spekulert i om hgy pH skyldtes overkompensering gjennom gkt
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opptak av bikarbonat (HCO3") som reaksjon (bufring) pa hgye CO: i blodet. Forskjellen kan
skyldes at stressnivaet var betydelig hayere under de tidligere undersgkte transportene.
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Figur 2. Utvikling i pH pa forskjellige stadier under transport for fire transporter av rognkjeks.
Vertikale linjer pa sgylene viser standard feil (SEM).

Sammen med en rekke andre fysiologiske endringer er endringer i forhold til osmoregulering
og ione-sammensetning en veldokumentert sekundar stressrespons hos fisk, som igjen kan fare
til tertieere stressresponser som redusert vekst, svemmekapasitet, sykdomsmotstand,
spiseaktivitet og endret adferd (Wendelaar Bonga 1997; Barton 2002).

@kt osmotisk stress gjennom transportforlgpet for rognkjeks er indikert med en signifikant gkt
konsentrasjonen av Na*-ioner i plasma etter transport for alle gruppene slatt sammen
sammenlignet med far transport (p<0,001), og kun en liten reduksjon etter en uke i merd (Figur
3a). Det er en tilsvarende, men mindre entydig trend for CI (Figur 3b), hvor T1 peker seg ut
med en signifikant gkning etter transport og etter overfgring til merd. K™ viste ingen systematisk
utvikling gjennom transportforlgpet samlet sett (Figur 3c), bortsett fra for T1 som fikk en klar
reduksjon etter transport og i merd.
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Figur 3. Plasma-Na* (a) CI" (b), K* (c) og Ca** (d) fra rognkjeks pa forskjellige stadier under transport
og 7-10 dager etter utsett i merd. Vertikale linjer pa sgylene indikerer standard feil (SEM).

Hvorfor fisken i T1 responderer annerledes enn de andre gruppene med hensyn pa utviklingen
i pH og plasmaioner er usikkert, men en hypotese kan vare at det er en effekt av hgyere
svgmmeaktivitet som respons pa sterk strem pa lokaliteten kombinert med utilstrekkelig feste
i rensefisk-skjulene. Hos fisk er reguleringen av pH direkte koplet til osmoregulering ved at
utvekslingen av (HCO3") og H* over gjellene er koplet til Na* og CI, og forklarer
samvariasjonen i disse parameterne i T1 (Perry & Gilmour 2006).

Utviklingen i Ca?*-konsentrasjonen viste en lignende utvikling som for Na*, med en signifikant
gkning etter transport for alle gruppene under ett (p<0,05) og en liten endring etter overfering
til merd.

Osmotisk stress er tidligere malt under transport av rognkjeks som osmolalitet (mengde
oppleste partikler per kg veeske) i blodplasma, og viste signifikant hgyere verdier etter
sekundeertransport sammenlignet med fgr transport og etter primertransport (Remen &
Jonassen 2017). Fraveer av slike klare treder i denne undersgkelsen kan skyldes det generelt
lavere stressnivaet pa fisken.

Selv om man ser en gkning i plasmaioner utover i transportforlgpet, spesielt for Na* og CI, som
indikerer gkt osmotisk belastning, er nivaene av plasmaionene i rognkjeks jevnt over lavere enn
hos annen marin fisk, og pa niva med normalverdier for laks i sjgvann (Tabell 2).
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Tabell 2. Rapporterte normalverdier av ionesammensetningen i blodplasma hos fisk (gjengitt fra Noble
m.fl. 2018) sammenlignet med data fra ustresset (fra kar for transport) og stresset (etter transport)

rognkjeks.

lonekonsentrasjoner (mmol(l) K+ Na+ Cl-
Sjgvann 9,3 513 439
Rognkjeks fgr transport (ustresset) [2,93-3,99 (142-194 (126-136
Rognkjeks etter transport (stresset) |1,49-4,47 (179-200 |(125-147
Marinfisk 51 196 180
Ferskvannsfisk 2,9 125 130
Laks i sjpvann 3,4(140-175 |(135-160
Laks i ferskvann 2,9|1130-150 |[111-135

Ved levering av fisk med brgnnbat blir det ofte overfart fisk fra samme brenn til flere merder.
Dette var tilfelle for transport T3 og T4. Her ble det tatt blodpraver av fisk like far levering til
farste merd og deretter like far levering til neste merd fra same brenn for & male om lossing
over lengre tid fra samme bragnn ga gkt stress. Tiden mellom farste og siste maling (lossing) var

ca. 45 min.
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Figur 4. Stressutvikling hos rognkjeks gjennom to fortlgpende lossinger fra samme brgnn under to
forskjellige brgnnbattransporter (T3 og T4). Vertikale linjer pa sgylene indikerer standard feil (SEM).
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For begge gruppene gkte gjennomsnittlig plasmakortisol signifikant fra farste til andre levering
(Figur 4, p<0,05), og det var en signifikant reduksjon i K* og pH for begge gruppene mellom
farste og andre levering (Figur 5, p<0,05). For CI- og Na* var det ingen systematisk utvikling
eller forskjeller mellom gruppene.

T3 ble lastet og losset pa dagtid (start kl. 08:30, overskyet), mens T4 ble lastet og losset i marke
(start kI. 19:30). Transporttidene var like, men tiden for opplastingen av T3 var lengre enn T4
(hhv 3,5 0g 1 time).

FlFerste lossing 3 FlFarsee lossing b)
42 ElAndre lossing 740 &lAndre lossing 9 %
40 _I_ 738
38 7,36 _}
= 734
H
I
£ S 732
¢
32
730
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26
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24
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Figur 5. Utvikling i K*-ioner (a) og pH (b) i plasma hos rognkjeks gjennom to fortlapende lossinger fra
samme brgnn under to forskjellige brennbattransporter (T3 og T4). Vertikale linjer pa sgylene indikerer
standard feil (SEM).

Skinnhelse

Skinnet og slimlaget utgjer fiskens barriere mot ytre miljg og farstelinjeforsvaret mot
infeksjoner, og responderer p& endringer i miljget. Kvantitative analyser av areal (um?) og
tetthet (% dekning av huden) av slimceller i hud, samt barrierestyrke i huden som funksjon av
areal og tetthet av slimceller er brukt som mal pa skinnhelse (analysert av QuantiDoc®).
Metoden er dokumentert som relevant mal pa velferd og helse hos laks, hvor tetthet og
barrierestyrke er positivt korrelert med gkende fiskevelferd og helse (robusthet overfor ytre
miljg).

o2y

Uttak av skinnprgver fra rognkjeks for slimcelleanalyser.
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Rognkjeks har generelt lite slimceller pa huden, og spesielt beinknutene pa rygg og hode
mangler slimceller og er derfor spesielt utsatt for infeksjon. Innledende tester pa rognkjeks har
vist reduksjon av arealet til slimcellene ved gkt stress, men spesielt interessant for rognkjeks er
de nyoppdagete cellene kalt Q-celler, som er sveert framtredende i huden og viser en klar
respons pa stress og miljgendringer, spesielt i forhold til tettheten av Q-celler (Jonassen m.fl.,
upubliserte data). Disse cellene er opptil 200 ganger starre enn slimcellene og har over 10
ganger hgyere tetthet sammenlignet med slimceller. Cellene inneholder ikke glycoproteiner,
collagener eller fett slik som vanlige hudceller, og man skimter en indre struktur i disse runde
celler. Det ser ut som disse Q-cellene, og ikke slimceller, er det barende farstelinjeforsvaret
hos rognkjeks (Karin Pittman, pers. med.).

Rognkjeksens hudoverflate er ogsa uvanlig, karakterisert med en frynsete overflate som gir en
forgket spesifikk overflate sasmmenlignet med hud- og slimceller som gjerne er mer avrundede.

Utviklingen av bade slimceller og Q-celler er i dette prosjektet analysert pa fisk fer transport
og etter en uke i sjg som indikator pa respons pa stress og miljgendringer (Bilde 1).

Bilde 1. Tverrsnitt av hud hos rognkjeks med slimceller (sma celler, farget markebld, M) og Q-celler
(store celler, farget hvit-lysebla) samt frynsete overflate celler (S).

For slimceller i huden var gjennomsnittlig celleareal (Figur 6), tetthet (Figur 7) og
barrierestyrke (Figur 8) hayer for gruppene T3 og T4 sammenlignet med T1 og T2 bade far og
etter transport. Det var ingen systematisk endring i disse parameterne etter utsett i merd.
Nivaforskjellene mellom gruppene kan skyldes fiskebakgrunn eller anleggsspesifikke
forskjeller, men det er ogsa spekulert i om sesong kan spille inn (Pittman m.fl., 2013).

Fisk fra T1 og T2 ble transportert med bil fra samme anlegg og ble satt ut samtidig (1 dag
mellomrom) pa véaren, mens T3 og T4 ble satt ut i desember og transportert med samme bt fra
samme anlegg og satt ut samtidig (10 timers mellomrom) i samme fjord ( Tabell 1).
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Figur 6. Gjennomsnittlig areal (um?) av | Figur 7. Gjennomsnittlig tetthet (%) av slimceller
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transporter. Vertikale linjer pa sgylene indikerer | transporter. Vertikale linjer pa sgylene indikerer
standard feil (SEM). standard feil (SEM).

0 Fer transport
O En uke i merd

Barrierestatus
w
—8—

=il
T1 T2 T3 T4

Figur 8. Barrierestatus i hud hos rognkjeks fra fire forskjellige transporter. Vertikale linjer pa sgylene
indikerer standard feil (SEM).

Som for slimceller var det ogsa for Q-celler nivaforskjeller mellom gruppene T1/T2 og T3/T4
i gjennomsnittlig celleareal og tetthet (Figur 9), som kan veere relatert til fiskebakgrunn eller
sesong.

For Q-celler var det derimot en mer systematisk endring etter utsett i merd, hvor tettheten av
Q-cellene generelt gkte etter utsett i merd (Figur 9b, p<0,05). Utvikling i arealet av Q-cellene
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(Figur 9a) gkte ogsa etter overfgring til merd, men kun for gruppene med samme opphav satt
ut om varen (T1 og T2, p<0,05).

Dette indikerer at morfometriske analyser av utviklingen i Q-celler hos rognkjeks kan veere en
nyttig responsvariabel i forhold til miljg, men at den er sveert kontekstspesifikk. Bl.a. fiskens
bakgrunn (miljg, genetikk, ernaring osv.) vil sannsynligvis pavirke miljgresponsen.

[a] Far transport [g] Far transport
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Figur 9. Gjennomsnittlig areal av Q-celler (a) og tetthet av Q-celler (b) i hud hos rognkjeks fra fire
forskjellige transporter. Vertikale linjer pa saylene indikerer standard feil (SEM).

Det ble gjort regresjonsanalyser for & se pA sammenhengen mellom skinnhelse og variasjon i
plasmakortisol, pH og plasmaioner (Tabell 3). Plasmakortisol og pH viste ingen samvariasjon
med noen av malene pa skinnhelse.

For alle malene for skinnhelse (areal og tetthet av slimceller og Q-celler, samt barrierestatus for
slimceller) var det en signifikant positiv lineeer sammenheng med konsentrasjonen av
natriumioner (Na*). For CI- var det en tilsvarende negativ sammenheng med areal av slimceller
og tettheten av Q-celler. Areal og tetthet av slimceller gkte ogsa med gkende konsentrasjon av
K* -ioner. Dette tyder pa en sammenheng mellom skinnhelse og ionebalanse (osmoregulering).

Et intakt slimlag fungerer som en fysisk barriere som i sjgvann reduserer dehydrering og bidrar
til & opprettholde osmotisk balanse. Hos laks er det for eksempel vist at innblanding av 20%
sjgvann under smoltifisering ga redusert antall slimceller, redusert tykkelse pa epiteliet og
redusert slimkvalitet, og medfarte gkt infeksjon med Moritella viscosa etter overfaring til sjg
(Segner m.fl., 2012).

Tabell 3. Regresjonskoeffisient (R) og p-verdier (p) fra regresjonsanalyser mellom skinnhelse
(slimceller og Q-celler) og blodfysiologi (analyser av kortisol, pH og ioner fra plasma) hos rognkjeks.

Rognkjeks Kort pH Na+ cl- K+

n=42 b R? p b R? p b R? p b R? p b R? p
Areal slimceller -0,10| 0,01 0,53 0,12 0,01 0,47 0,34] 0,12 | <0,05 -0,37 0,14| <0,05 0,35 0,12 <0,05
Celletetthet slimceller -0,17| 0,03 0,28 0,01 0,00 0,94 0,39 0,15 | <0,05 -0,29 0,09| 0,070 0,33 0,11| <0,05
Barrierestatus slimceller -0,21| 0,04 | 0,18 0,00{ 0,00 0,97 0,43] 0,18 | <0,05 -0,30| 0,09| 0,060 0,30( 0,09| 0,060
Areal Q-celler 0,11| 0,01 o50| -0,14] 0,02] 036] 049] 0,24 <001 | -0,23] 0,05 0,136 0,23] 0,05] 0,134
Tetthet Q-celler -0,25| 0,06 | 0,10 -0,06 0,00 0,69 0,57] 0,33 | <0,01 -0,43 0,19| <0,05 0,29 0,08( 0,060
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Sammenlignet med primaere stressparametere som kortisol, som fanger opp et gyeblikksbilde,
er helse- og velferdsbaserte parametere som f.eks. kvantitative mal pa skinnhelse mer robuste
siden de akkumulerer negative effekter av stressfaktorer over tid. Slike parametere er ogsa mer
direkte relatert til fiskens forsvarsmekanismer (sekundare stressresponser), som indikatorer pa
immunforsvar og barrierestyrke i forhold til ytre miljg. Pa den maten er de god indikatorer pa
funksjonsforstyrrelser og redusert fiskevelferd (Segner m.fl., 2012), men trenger videre
uttesting pa rognkjeks for & kunne tolkes i forhold til respons pa spesifikke miljg- og
stressfaktorer.

Oppsummering og koplinger til miljg og drift

Selve om det ikke var en sammenheng mellom stressnivaet pa rognkjeksen etter transport og
dedelighet etter utsett i merd kan transportstresset ha pavirket dgdelighetsutviklingen pa de
forskjellige transportgruppene undersgkt her, slik det er observert pa andre arter. Men tatt i
betraktning de moderate stressnivaene etter transport ssmmenlignet med tidligere observasjoner
fra transportert rognkjeks og tilsvarende beskjeden sekundaere stressresponser, hadde fisken et
relativt godt utgangspunkt for 8 mate nye miljgforhold og regulere stress etter utsett i sjg.

Likevel var det nivaer av plasmakortisol for to av transportgruppene (T2 og T3) en uke etter
utsett i sjg som indikerte kronisk stress, og det var en betydelig heyere dgdelighet i disse
gruppene (T2 og T3) 3 mnd. etter utsett. Selv om transportstresset vil veere en del av et additivt
stress, peker likevel tilbakemeldingene fra oppdrettere i starre grad mot operasjonelle forhold
(spyling av ngter) og spesielle miljgsituasjoner i merden (kraftig strem) som primere
arsakssammenhenger til den observerte dgdeligheten enn mot transportbetingelsene og
fiskekvalitet. Dgdfisken var ogsa preget av sarskader i perioden(e) med hgy dadelighet.

Det var forskjeller mellom lokalitetene i forhold til eksponering for stram og bglger under
darlige vaerforhold, men det var ikke ngdvendigvis en klar kopling til disse forholdene alene (f.
eks. T1 og T2 som begge var stremeksponert). Samvirkende faktorer som f.eks. skjul (med
varierende beskyttelse (skjerming) eller heftemulighet ved sterkt strem) kan pavirke
betydningen av sterk stram pa f.eks. overlevelse.

Selv om rognkjeks har god toleranse for relativt hgye temperaturer og regulerer stress effektivt
ved 14 °C, har temperatur betydning bade isolert sett og en forsterket betydning spesielt ved
hagye stramhastighet siden energiforbruket for svsmming gker med gkende temperatur, og vil
kunne gi kronisk stress, avmagring og taperfisk, eventuelt utmattet fisk som ender i notveggen
og padrar seg sarskader som apner for infeksjoner og alvorlig osmotisk stress pga. vanntap
gjennom huden. Forekomst av taperfisk var spesielt rapportert i grupper med hgy dedelighet
sommerstid pa stramsterke lokaliteter (spesielt gruppe T2).

Den mest tydelige koplingen til hgy dedelighet rapportert fra oppdretter var operasjonelle
forhold som spyling av ngter og handtering i forbindelse med avlusning av laks. Det var ogsa
rapportert at rognkjeks satt ut like fgr avlusning, og som dermed gjennomgikk hyppig
handtering og annet stress tidlig etter utsett, mistet appetitt, ble avmagret og inaktive og til slutt
dade. Forstaelsen for rensefisk som forebyggende tiltak mot lus, og ikke behandling, er viktig.

| tillegg viste tilbakemeldingene fra oppdretter at bruk av rognkjeks (og sannsynligvis rensefisk
generelt) i kombinasjon med andre tiltak (behandling) mot lus darlig lar seg kombinere og
medfarer uakseptabel fiskevelferd. Et eksempel var der rognkjeks ble satt ut ved hgye lusetall
i forsgk pa a dempe den videre utviklingen, men hvor det endte opp med avlusing kort tide etter.
Strategien bgr derfor vaere a unnga utsett av rensefisk og heller starte utfisking av rensefisk i
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perioder hvor lusepresset gker og sannsynligheten for at avlusninger ma gjennomfares gker, og
heller prioritere tidlig utsett av rensefisk nar lusetallene er stabilt lave.
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Del ll: Berggylt: Transport og overfgring til merd

Dette er det farste studiet som viser responsen hos oppdrettet berggylt pa transportbetingelser
og miljgendringer etter overfgring til merd, med mal om a skaffe bedre forstaelse for hvilke
forhold som pavirker fiskevelferd og overlevelse i merd. I tillegg til primar stressrespons
(kortisol) og osmotisk stress ble nye metoder for vurdering av slimcellestatus (Veribarr®, fra
Quantidoc AS) benyttet som mal pa endringer i toleranse overfor miljgendringer. Prosjektet ble
gjennomfgrt av Akvaplan-niva og finansiert gjennom FHF-prosjekt 901426.

Gjennomfaring

Prosjektet fulgte opp fire transporter av berggylt, hvor det ble tatt blodprgver far og etter
transport og etter 7-10 dager i merd for & male effekter av transportstress. Hudpraver for maling
av slimcellestatus ble tatt far transport og etter 7-10 dager i merd.

De to farste transportene gikk med bregnnbét (T1 og T2) og de to siste med bil og videre
sekundaertransport med brgnnbat (T3) eller transportkar pa arbeidsbat (T4). Fisk fra de to ferste
transportene hadde samme bakgrunn, T3 hadde bakgrunn fra RAS og T4 var fra samme anlegg
som T1 og T2, men en seinere generasjon. Det var generelt et betydelig innslag av finneerosjon
og avstumpet hale i alle gruppene, og spesielt for fisk i de tre farst transportgruppene. Spesielt
lokalitetene hvor T2 og T3 ble satt ut var betegnet som stramsterke, og temperaturen var spesielt
hay pa lokaliteten for T2.

For prevetaking ble all fisk avlivet v.h.a. en overdose bedgvelse (Finquel, 200 mg/l). Det tok
20-40 sekunder fra fisken ble tatt ut til den var dgd. | merd skjedde uttak av fisk fra T1 med hav
i neerheten av skjul plassert ved merdkant og fisken var bedevd innen ca. 45 sek. | T2 ble fisk
tatt fra liftup etter ca. 2 min. pumpetid og fisken var ded etter ytterligere ca. 10 sek. For T3 ble
et rensefisk-skjul trukket inn til merdkanten i lgpet av 1-2 minutter like far prevetaking, og fisk
havet direkte over i bedgvelse og avlivet innen ca. 10 sek. | dette prgveuttaket hadde all fisk
utspilt tarm gjennom gattet, som tyder pa utspilt svemmeblare som fglge av trykkforandringer
ved oppheising av skjulet. For T4 ble berggylta fisket opp med teiner i fra bunnen av noten (30
m) og fra midten ved skjulet (ca. 10-15 m). Det ble brukt reker som agn. Teinene ble satt dagen
far og ble dratt forsiktig opp i lgpet av 3-4 minutter pafglgende dag og lagt direkte i en stampe
hvor den ble avlivet. Metode for prgvetaking og analysering er gitt i vedlegg 1.

To-veis ngstet ANOVA med grupper ngstet i tidspunkt ble brukt til & undersgke forskijeller
mellom tidspunkt uavhengig av gruppe. En-veis ANOVA ble benyttet for a undersgke om det
var forskjeller mellom transportgruppene pa de enkelte prgvetakingstidspunktene. Signifikante
ANOVA ble etterfulgt av Student Newman-Keuls test (SNK) for & identifisere hvilke grupper
som var forskjellige. Dersom annet ikke er oppgitt inngikk seks blodpreveanalyser per gruppe
per maletidspunkt (n=6) og fem skinnprgver per gruppe per maletidspunkt (n=5).
Regresjonsanalyser ble foretatt for & identifisere graden av kausal sammenheng mellom
blodparametere og skinnhelse. Signifikansniva (o) pa 0,05 ble brukt i alle analysene.
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Beskrivelse av transportene

En oppsummering av forholdene under de fire transportene og i merd etter transport er gitt i
Tabell 1.

Transport 1 (T1): Direktetransport fra yngelanlegg til merd med liten hurtiggaende
spesialbygd brgnnbat for rensefisk (brennvolum 23 m?®). Transporttid 15 timer. 2 °C
temperaturgkning fra start (12,5 °C i kar) til slutt (14,5 °C i merd). Akkumulert dgdelighet i sjg
var 13% etter 10 dager og 37,7% etter 3 mnd. Temperatur i perioden gkende fra 14,5 til 17,7
°C. Berggylta klarte seg godt gjennom sommeren og hgsten. Bortsett fra de farst tre manedene
etter utsett var det lav dgdelighet. Lokaliteten slapp lettere unna luseproblemer enn vanlig med
kun to avlusninger av to merder og fire merder uten avlusning. Dette tilskrives utsett av berggylt
til rett tid i forhold til gkende lusepress og at fisken var aktiv gjennom hele sommeren og hgsten.
Fisken hadde ved levering stor grad av finneerosjon hvor brystfinner og haler pa en god del av
individene var fullstendig borte. Dette ble etter en tid helet, men finnene forble avstumpet.
Lokaliteten er relativt beskyttet og stremsvak. Kondisjonen til berggylta var bra gjennom
sommeren og hgsten. Merdene har leppefiskskjul med to férspredere over hvert skjul.

Transport 2 (T2): Direktetransport fra yngelanlegg til merd med brgnnbaten pad 90 m?3.
Transporttid 32 timer. 3, 7 °C temperaturgkning fra start (12,5 °C i kar) til slutt (16,2 °C i merd).
Fisk av opphav fra samme gruppe og anlegg som T1, men forskjellig kar. Det var stor grad av
finneerosjon hvor brystfinner og haler pa en god del av individene var fullstendig borte.
Akkumulert dgdelighet i sjg var 17% etter 9 dager og 64,6% etter 3 mnd. Temperatur i perioden
gkende fra 16,2 til 21 °C. Hgye temperaturer hele sommeren helt ned til 50-60 meter, som
medfgrte at berggylta ikke unngikk de hgye temperaturene selv om den trakk pa dypere vann.
Fisk observert via kamera var slapp og hadde liten appetitt, og ble ofte observert presset mot
notveggen. Lokaliteten er spesielt stremutsatt. All fisk fra denne gruppen gikk ut i lgpet av
sommeren, og det ble supplert med noe vill leppefisk. Totalt ble det gjennomfart fem
avlusninger med varmtvann pa lokaliteten, mot normalt null.

Transport 3 (T3): Transport fra yngelanlegg med bil (8 timer) via sekundartransport med
brgnnbat (omlastingen til brgnnbat tok ca. 1 time og videre transport i bat 15 timer), total
transporttid 24 timer. Liten temperaturendring fra start til slutt (11,5 °C i kar, 11,6 °C ved
levering i merd). Akkumulert dgdelighet i sjg 1,3% etter 7 dager og 5,8% etter 1 mnd. og 15,11
% ved utslakting av merden etter 2 mnd. Temperatur i perioden avtakende fra 11,6 til 9,8 °C.
Lokaliteten ble slaktet ut uke 312019, og hadde ingen lusebehandlinger siden utsett av berggylt
10. okt. Akkumulert dgdelighet pa berggylten fram til slakting var 15,11% 12. desember. Fra
utsett til slakting var temperaturen jevnt synkende fra 11,6 til 9,8 °C. Lokaliteten ligger apent
til mot havet og er utsatt for perioder med sterk stram og bglger.

Fisken var oppdrettet i RAS-anlegg, men gikk pa gjennomstrgmning fra start
temperaturakklimatisering 9 dager far levering. Kvalitetsvurdering av 60 fisk far levering viste
relativt stor starrelsesspredning (ca. 30-100 g), lite deformiteter pa kjeve og gjeller, men hgyt
antall fisk med sparsom eller moderat forandringer pa brystfinner (58 fisk) eller halefinne (45
fisk). Fiskegruppen utgjorde restpartiet (minstesortering/hale) av 2017 generasjonen.

Transport 4 (T4): Transport fra yngelanlegg med bil (10 timer) via sekundartransport i 6 stk.
1 m? transportkar p& bat (ca. 1 time omlasting og videre transport pd ca. 10 minutter), totalt
transporttid ca. 11 timer. Liten temperaturendring fra start til slutt (12,5 °C i kar, 12,4 °C ved
levering i merd). Det meste av berggylta hadde avstumpede finner og haler ved levering.
Lokaliteten er dyp med moderate stremforhold, men spesielt en episode med sterk nordlig vind
ga forheyet dadelighet. Det var en spesielt god lusesituasjon for denne generasjonen og ingen
avlusing pa lokaliteten, mens nabolokalitetene hadde store luseproblemer. Akkumulert
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dadelighet pa berggylt 1,2% etter 7 dager, 4,4% etter 1 mnd. og ca. 20% etter 4 mnd. Avtakende
temperatur fra 12,4 til 7,5 °C i perioden.

Uttak av berggylt fra kar vir via fleksislange til brgnnbat.
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Tabell 1. Transportforhold for fire forskjellige transporter av berggylt.

Transport oppdrettet berggylt T1, 28. mai T2, 29. mai T3, 10. oktober T4, 17. oktober
Transportmetode Spesialbygd brgnnbat Liten brgnnbat Bil via liten brgnnbat Bil via transportkar bat
Transporttid, primaertransport 15 timer (brgnnbat) 32 timer (brgnnbat) 8 timer (bil) 10 timer (bil)

i 10 min (transportkar) + 1
TS EaIRiile), Sk R AEpe - - 16 timer (brgnnbat) time omlasting
Fiskestgrrelse (g) 91 70 50 52
Sultperiode (dager) 2 2 2 2
Antall fisk transportert 10 000 34 330 11519 17 500
Antall fiskekar bil - - 9 11
Antall brgnner/fiskekar bat 3 stk (4,6 0g13 m3) 3 3
Brgnnstgrrelse bil 2 2
Stgrrelse brgnnbat 23 90 90 6 stk kar a 1m3
Fisketetthet uder biltransport (kg/m3) - - 32 41
Fisketetthet under battransport (kg/m3) 40 9 6 152
Vannkvalitet under transport
02-start 113 Bil: 100, Bat: 100
02-slutt 117 102-116|Bil: 105, Bat: 127 101- 124
pH-start 7,7 -|Bil: ?, Bat: 8,8
pH-slutt 7,8 -|Bil: ?, Bat: 9,1 71-7,7
temp °C start 12,5 12,5(Kar: 11,5, Bil: 11,6 Bat: 11,9 12,2
temp °C slutt 15 16,9|Bil: 10, Bat: 11,6 12,7 - 14,5
Forhold i merd etter overfgring
temp i merd ved levering (°C) 14,5 16,2 11,6 12,4
Merdstgrrelse 160 m 160 m 157 157
Antall laks 150 000 164 000 169 000
Blanding av leppefisk og rognkjeks? ja ja |Ja Ja
% innblanding rensefisk totalt (%) 5,50 9,2 10,2
Antall oppdrettet berggylt 3300 3400 3613
% innblanding oppdrettet berggylt 2,2 0,74 2,1 2,6
% innblanding rognkjeks 1,20 0,5 (usikkert antall) 7,6
% dgdelighet etter 7-10 dager 13% 19% 13 1,16
% dpdelighet etter utsett 3 mnd: 37,7% 3 mnd: 64,6%| mnd: 5,76%, 2 mnd 15,11 %| 1 mnd: 4,37%, 4 mnd: 20%
temp i perioden med dgdelighet 14,5 - 17,7 °C (mai-aug) 16,2 - 21 °C (mai-aug) 116-9,8 12,4 - 7,5 (okt-jan)

Overfgring av rensefisk fra brgnnbat til m

erd.

Gz

,K‘

—
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Gjennomsnittstall fra kvalitetsvurdering av 50-100 fisk far levering er gitt i Tabell 2. Fisken ble
vurdert for brystfinne og halefinneerosjon pa en skala fra 0 til 3 hvor 0 = ingen forandring, 1 =
sparsom forandring (25-50 %), 2 = moderat forandring (50-75 %) og 3 = uttalt forandring (75-
100 %). Prosenttallet oppgitt er i forhold til hvor stor del av brystfinne eller halefinne som er
erodert bort. Gjellelokk og kjever ble ogsa undersgkt, men her var det ingen eller svert fa
forandringer. Spesielt T1, T2 og T3 fremhever seg med svart store hale- og finneskader pa
tilnzermet all fisk.

Tabell 2. Gjennomsnittlig kvalitetsscore for rognkjeks i de fire transportgruppene for transport.

Transport nr |Brystfinner |Halefinne n

T1 2,00 2,23 50
T2 2,16 2,42 50
T3 1,88 2,54 60
T4 1,48 1,00 | 100

Resultater og diskusjon

De laveste stressnivaene var registrert i T2 og T4 far transport (hhv. 11,4 ng/ml (5,9) og 6,8
ng/ml (£1,3)) og ligger pa niva (T4) eller noe hgyere (T2) enn hvilenivaer (pre stress nivaer)
observert tidligere pa berggylt (RENSVEL, Espmark m.fl. 2017), mens de hgye stressnivaene
etter primer- og sekundertransportene for T3 og T4 ligger over tre ganger hgyere enn de
hgysete nivaene fra RENSVEL, men pa samme niva som var malt en time etter stress pafert
berggylt gjennom 20 minutters nedtapping i kar (Iversen 2015). Verdier av plasmakortisol pa
niva med T2 etter 10 dager i merd (598 ng/ml (+357)) er ikke tidligere rapportert pa berggyit.

De fire gruppene viste alle forskjellig forlgp; T1 hadde en signifikant reduksjon i plasmakortisol
etter transport og videre etter utsett i merd (p<0,05), mens T2 hadde en gkning (p<0,001). For
T3 var det ingen signifikant endring, og for T4 var det en signifikant gkning etter primar- og
sekundartransporten (p<0,001), og deretter en nedgang etter utsett i merd.

De relativt store variasjonene i stressforlgpet mellom de forskjellige transportgruppene (Figur
1) kan ikke bare tilskrives transportmetode, siden T1 og T2 hadde samme bakgrunn og relativt
lik transportmetode og utsettingstidspunkt, men forskjellig utvikling etter utsett i merd.
Fraveret av en generell gkning av stress gjennom transporten for alle gruppene star i motsetning
til det som tidligere er vist ved transport av f.eks. rognkjeks (Remen & Jonassen 2017), og tyder
pa at andre faktorer har overskygget effekten av forholdene direkte knyttet til transport.
Eksempler pa slike faktorer kan veere stressniva far transport, milje- og lokalitetsforhold, samt
prgvetakingsmetode.

Forgket plasmakortisol i T1 og T3 far transport indikerer at fisken var stresset i utgangspunktet,
enten i forbindelse med selve pravetakingen, eller forberedelsen av karet for transport. F.eks.
ble pravene fra T1 tatt etter at vannivaet i oppdrettskaret som fisken ble levert fra var senket.
Tidligere forsgk har indikert at berggylt lett blir stresset av forstyrrelser rundt karet (f.eks.
trafikk av folk). For gruppe T4 fikk en mulighet til & undersgke effekt av trenging (forsiktig
reduksjon av vannstanden i karet far pumping til transporttanker), og stressnivaet pa uforstyrret
fisk fer trenging og fisk under trenging ble sammenlignet. Uforstyrret fisk hadde
gjennomsnittlig plasmakortisol pa 6,8 ng/ml (+ 1,31) og var signifikant lavere enn hos
sammentrengt fisk med 128,4 ng/ml (+ 58,26, p<0,01).
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T1 og T2 ble transportert med bat direkte til merd, mens T3 og T4 ferst gikk med bil og deretter
ble lastet om til hhv. brgnnbat og kar pa bat for sekundeaertransport til merd. Primartransport
med bil (T3 og T4) ga et signifikant hgyere stressniva (p<0,01) sammenlignet med
brgnnbattransport (T1 og T2). Forskjeller i transporttid kan ha spilt inn, og gitt fisken bedre tid
til & stresse ned ved lengre transporttid, som vist for laks (Iversen m.fl. 2005) og rognkjeks
(Remen & Jonassen 2017). Forskjellene kan ogsa vere knyttet til starrelse, siden starre fisk var
transportert med bat enn med bil. Men det er ogsa mulig at spesielle forhold med battransport
har veert gunstig for nedstressing under transport. Fisketetthet peker seg ikke ut (relativt like
mellom T1, T3 og T4), men dersom berggylt er spesielt falsom for vannkvalitet (noe en vet lite
om) kan bedre vannkvalitet (utover de parameterne som er malt) som falge av kontinuerlig
vannutskifting under transport med brgnnbat ha virket positivt. Transportforholdene det her er
referert til er oppgitt i Tabell 1.

Omlasting fra bil og videre transport i brgnnbat (T3) eller i transportkar pa bat (T4) ga ingen
videre gkning i stress, slik en tidligere har sett under sekundaertransport av rognkjeks. For T3
var det endog en antydning til redusert stress etter sekundartransporten, som kan ha
sammenheng med at fisken fikk god tid til & stresse ned under den 16 timer lange
sekundartransporten i brannbat under gode miljgforhold (Tabell 1).

T1 hadde lavest stressniva av alle gruppene etter 7-10 dager i merd, mens de andre gruppene
hadde forhgyede nivaer, som var spesielt dramatisk for T2 (Figur 1). T2 hadde ogsa klart hgyere
dadelighet enn alle andre grupper, ogsa T1 med relativt lik bakgrunn, etter bade 7-10 dager og
3 mnd. i merd (Tabell ). P4 samme mate som tidligere vist pa rognkjeks treffer dermed
plasmakortisol malt etter utsett i merd bra som predikator for videre utvikling i dgdelighet, med
positiv korrelasjon mellom plasmakortisol malt i merd etter utsett og gkt dgdelighet.

De mest igynefallende forskjellene mellom disse relativt sammenlignbare gruppene (T1 og T2)
er likevel ikke transportforholdene, men miljgforholdene pa lokalitetene, hvor hgy temperatur
og sterk strem i T2 kan ha veert spesielt stressende for fisken.

Fisken i T2 hadde avstumpede brystfinner og halefinner i omtrent samme grad som i gruppe T1
(fisken var fra samme produksjonsgruppe), som gjerne er spesielt problematisk under de
vanskelige stremforholdene.

Et annet viktig forhold som kan ha spilt inn er prgvetakingsmetoden hvor uttaket av berggylt i
T2 skjedde fra dgdfiskhaven, mens progver fra de andre gruppene ble tatt fra skjulet. Det var kun
her fisk var a fa tak i pa det tidspunktet. Ulikt uttakssted og metode kan ha medfart uttak av fisk
av ulik kvalitet eller fysiologis status. Uansett metode er det vanskelig a fa representative praver
fra merd, og adferd og plassering i merd kan gjenspeile forskjellig stress eller fysiologisk
tilstand pa fisk (Kane m.fl. 2004).
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Figur 1. Utvikling i gjennomsnittlig stressniva (plasmakortisol) pa forskjellige stadier under transport
for fire transporter av oppdrettet berggylt. Vertikale linjer pa sgylene viser standard feil (SEM).

pH og osmotisk stress

Kortisol har en viktig rolle i reguleringen av energiomsetningen (aktivitet) og saltbalansen hos
fisk. Endringer i pH og ione-sammensetningen i blodplasma er derfor typiske sekundsere
stressresponser. Kraftig stress vil vanligvis (gjennom bl.a. gkt permeabilitet over gjeller og tarm
og gkt respirasjonsrate) gi gkt ioneniva hos fisk i sjgvann (dehydrering/osmotisk stress), og
redusert pH pavirket av gkt CO? i blodet som fglge av gkt aktivitet. Variasjonen i pH og et sett
med ioner som inngar i fiskens aktive osmoregulering (Na*, CI-, K*, Ca?") ble derfor analysert
fra blodplasma for a kartlegge sekundare stressresponser.
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Figur 2. Plasma pH hos oppdrettet berggylt pa forskjellige stadier under transport og 7-10 dager etter
utsett i merd. Vertikale linjer pa sgylene indikerer standard feil (SEM).

Alle gruppene fikk redusert pH etter utsett i sjg sammenlignet med far transport (p<0,001
samlet sett for alle gruppene slatt sammen), og tyder pa gkt aktivitet etter utsett i merd. T3 (fisk
med bakgrunn fra RAS-anlegg) hadde de klart laveste pH-verdiene ved alle maletidspunktene
(Figur 2). Mellom de andre gruppene var endringen mer moderat. For pH var det ingen
sammenheng med stressrespons og overlevelse etter utsett i merd.

Generelt for alle gruppene, kun bortsett fra T4 hvor CI- er mer varierende, far fisken en gkning
plasmaioner (Na*, Cl- og K*) etter overfgring fra kar til merd (Figur 3a, b og c). Dette antyder
en generell risiko for gkt osmotisk belastning (gkt sekundert stress) etter overfagring til merd.
Nivaene er likevel ikke a anse som kritiske eller spesielt belastende vurdert opp mot normale
verdier for annen marin fisk og laks (oppsummert i Noble m.fl. 2018). Den generelle trenden
for Ca2* viseringen liten eller ingen endring etter utsett i merd.

Variasjonen i dgdelighet i merd etter 7-10 dager hadde sannsynligvis ingen sammenheng med
ione-status i fisken (osmoregulering) pa det tidspunktet. | den seinere dadelighetsutviklingen
2-4 mnd. etter utsett i merd (Tabell 1), kan osmotisk stress forbundet med den gkte forekomsten
av sarskader som gir gkt lekkasje fra huden, veert medvirkende arsak til dgdeligheten.

Fisk fra T3 som var oppdrettet i RAS-anlegg, pekte seg ut med hgyest K*-konsentrasjoner og
lavest Ca?* -konsentrasjoner 7 dager etter utsett i merd sammenlignet med de andre gruppene.
Sammen med den spesielle utviklingen i pH kommentert ovenfor, viser dette et behov for a se
narmere pa om fisk fra RAS-miljg tilpasser seg miljget i sjg annerledes.
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Figur 3. Konsentrasjoner av Na* (a), Cl" (b), K* (c) og Ca** (d) malti blodplasma fra oppdrettet berggylt
pa forskjellige stadier under transport og 7-10 dager etter utsett i merd. Vertikale linjer pa sgylene
indikerer standard feil (SEM).

Skinnhelse

Fiskens skinn og slimlag er den viktigste barrieren mot det ytre miljg, og utgjer bl.a.
farstelinjeforsvaret mot infeksjoner (Elliot 2011). Slimcellene inneholder bl.a. hydrolytiske
enzymer og uspesifikke antistoffer som virker mot bakterier, sopp, virus og parasitter. Metoder
for kvantifisering av slimceller fra hud kan benyttes i kartlegging av stress og miljgresponser
(Vatsos m.fl. 2010, Pittman m.fl. 2013).

| denne undersgkelsen av berggylt ble hudpraver pa ca. 1 x 2 cm tatt fra hgyre side like over
sidelinjen og bak brystfinnen (Bilde 2) fer transport og i merd 7-10 dager etter transport.
Hudskader var tilstede med bade avstumpet hale og finneslitasje. Variasjon i antallet og
tettheten av slimceller kan ha sammenheng med avstand til og alvorligheten av de eksisterende
hudskadene (Jensen m.fl. 2015, https:/link.springer.com/article/10.1007%2Fs10695-015-

0105-2).
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Bilde 2. Berggylt fra T1 far transport etter blodprgvetaking og uttak av skinnprgve.

Det er vist at en rekke miljgfaktorer pavirker morfologien og strukturen til slimcellene i huden,
og at endringer i slimcellestatus kan indikere stress. En kvantitativ analyse av slimcellestatus
(Quantidoc) basert pa maling av starrelse (areal) og tetthet av slimceller (som % av epitelets
totale overflate) gir et mal pa barrierestyrke, som gir indikasjoner pa om huden er i en
hviletilstand eller i responderende modus overfor stress, infeksjoner og miljgendringer. Typisk
funksjonell respons pa en infeksjon eller miljgendring hos laks er at fa og store slimceller
erstattes av flere og mindre celler.

Denne kvantitative analysen av cellestatus er den eneste statistiske robuste og objektive metode
for kvantifisering av sterrelse, tetthet og dynamikken til slimceller, og er derfor et viktig verktey
for overvaking og forbedring av fiskehelse og velferd. Metoden er tidligere dokumentert pa
laks, seabass, yellowtail, grret, rognkjeks og ulke, men er ikke tidligere brukt pa berggylt.

Pravene fra berggylt i kar fer transport viste relativt stor variasjon i celleareal mellom gruppene,
men ingen forskjell i cellestarrelse etter 7-10 dager i merd (Figur 4). For T1 og T2 medfarte en
overgang fra kar til merd en gkning i cellestarrelse, og for T3 og T4 en reduksjon, som var
signifikant kun for T3 (som hadde bakgrunn fra RAS-anlegg).

For alle gruppene bortsett fra T4 var det en reduksjon i tettheten av slimceller (Figur 5) og
barrierestyrken i huden etter overfgring fra kar til merd (Figur 6). For T4 var det ingen endring.
Respons pa skinnhelse hos berggylt er ikke testet systematisk i forhold til varierende miljg og
stress, men endringen fra kar til merd i tre av gruppene tyder pa at skinnhelse er en interessant
parameter for maling av endringer i robusthet og farstelinjeforsvaret hos berggylt. Slik effekt
pa starrelse og tetthet av slimceller er vist som respons pa er rekke miljgfaktorer hos fisk
tidligere, f.eks. pH, salinitet, oksygen og nitrat (oppsummert i Nobel m.fl. 2018) ved
miljgendringer. Videre er det tidligere vist at laks produsert ved 4 °C hadde lavere
slimcelletetthet enn laks produsert ved 16 °C (Jensen mfl. 2015). Det er derfor mulig at
temperaturendringer ved overfgring fra kar til merd har veert medvirkende arsak til endringen i
celletetthet og barrierestyrke pa berggylt etter transport.
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Sammenheng mellom primeer stressrespons og skinnhelse

Regresjonsanalyser basert pa all prgvene (n = 40) viste en negativ sammenheng mellom
plasmakortisol og celletetthet (Figur 7b, b = -0,39, R2 = 0,15, p < 0,05), men ingen sammenheng
mellom plasmakortisol og cellestarrelse (Figur 7a, b = -0,02, R2 = 0,00, p = 0,9) eller
plasmakortisol og barrierestyrke (Figur 7c b = -0,25, R2=0,06, p = 0,12).
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Figur7. Forholdet mellom plasmakortisol og skinnhelse hos oppdrettet berggylt for sammenslatte data
fra gruppene T1-T4.

Tilsvarende regresjonsanalyser basert pA sammenslatte data (n=21) fra kun T1 og T2 (fisk av
samme opphav, alder og utsettingstidspunkt) viste ingen sammenheng mellom plasmakortisol
og cellestarrelse (Figur 8a, b = 0,14, R2 = 0,02, p = 0,55), men det var et signifikant negativt
linezert forhold mellom plasmakortisol og celletetthet (Figur 8b, b = -0,57, R2 = 0,33, p < 0,01)
og plasmakortisol og barrierestyrke (Figur 8c, b =-0,65, R2=0,42, p < 0,01.

Potensialet for bruk av slim som biomarker for stress hos fisk har blitt beskrevet som lovende,
bl.a. basert pa evalueringer pa oppdrettsfisken meagre (Argyrosomus regius) eksponert for bl.a.
handteringsstress, hvor statistiske analyser viste en positiv relasjon mellom plasmakortisol og
stressmarkarer i slim (Fernandez-Alaci m.fl. 2019).
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Figur 8. Forholdet mellom plasmakortisol og skinnhelse hos oppdrettet berggylt for sammenslatte data
fra gruppene T1 og T2.

Sammenhengen mellom slimcellestatus og plasmaioner (Tabell 3) viser en negativ korrelasjon
mellom celletetthet og Cl" og K*. Dette indikerer gkt osmotisk stress ved redusert tetthet av
slimceller. Det er en positiv korrelasjon mellom celletetthet og pH.
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Tabell 3. Regresjonskoeffisient (R) og p-verdier (p) fra regresjonsanalyser mellom slimcellestatus og
blodfysiologi (analyser av kortisol, pH og ioner fra plasma) hos oppdrettet berggyit.

Berggylt Kort pH Na+ cl- K+

n=40 b R? p R? p R? p R? p R? p
Areal slimceller -0,02 0,00 0,90 -0,1 0| 0,54] 0,19| 0,04 0,23] 0,31 0,1| <0,05] -0,16/ 0,03| 0,32
Celletetthet slimceller -0,39 0,15| <0,05| 0,35| 0,12| <0,05| -0,13| 0,02 0,42 -0,34| 0,12|<0,05| -0,43| 0,18]| <0,01
Barrierestatus slimceller -0,25 0,06 0,12 0,16 0,03 0,31 0,5/ 0,25|<0,01| 0,22 o0,05( 0,18 0,16| 0,03 0,31

Slimcellestatus hos berggylt viser et potensiale som verktgy i overvaking og dokumentasjon av
robusthet og sykdomsresistens som respons pa stress og miljgendringer hos berggylt, og som
styringsverktgy i forhold til forbedring av fiskevelferd. Det er behov for & verifisere dette i
kontrollerte studier med fisk under ulike stress- og miljgforhold.

Konklusjoner

Forholdene pa lokaliteten og drift har sannsynligvis sterre betydning for overlevelse etter utsett
i merd enn stressbelastningen forbundet med selve transporten. Miljgmessig ser strem og
temperatur ut til & ha stor betydning, og spesielt i kombinasjonen sterk strem og hgye
temperaturer. Av driftsmessige forhold som pavirker negativt er handtering i forbindelse med
avlusning av laks og spyling av ngter som gker risikoen for sarskader pa rensefisken.

Lokaliteten med spesiell hgy temperatur og sterk stram ga sveert hgy stressbelastning og
dadelighet. Kritisk vurdering av miljegforholdene nar en velger lokalitet og tidspunkt for utsett
vil sannsynligvis ha stor betydning for overlevelse og fiskevelferd i merd.

Berggylta er fglsom for stress pafart i kar i forbindelse med klargjgring for transport, som kan
veere knyttet til nedtapping av kar og trenging. Transporter under gode forhold med lang nok
varighet kan bidra til & redusere dette utgangsstresset. Gunstige forhold for berggylt for
nedstressing under transport ser ut til a veere enklest a oppna i brannbat med apen sirkulasjon.

Det ser ikke ut som sekundzrtransport (flytting fra bil til bat for videre transport til merd) gir
additivt stress pd samme mate som hos rognkjeks, men bar likevel unngas for & redusere
potensielle risikoer forbundet med ekstra handtering av fisken og omlasting.

Analyser av pH og plasmaioner indikerer generelt gkt aktivitet og osmotisk belastning for
berggylt etter utsett i sjg, men ikke pa nivaer vurdert som kronisk belastende.

Pravetaking i merd er utfordrende med tanke pa a fa et best mulig bilde pa velferden, spesielt
for & fanger opp variasjonen mellom aktiv fisk og miljgtilpasset fisk og kronisk mistilpasset
fisk (taperfisk). Forskjeller i adferd og plassering i merd mellom fisk av ulik kvalitet krever et
mer selektivt uttak av fisk fra forskjellige steder i merden for & dekke mest mulig av variasjonen
i fiskepopulasjonen.

Analyser av slimcellestatus er et lovende verktgy, og viste systematiske endringer ved
overfgring av fisk fra kar til merd, samt en direkte sammenheng med stress.

Det er behov for utvikling av gode metoder for maling av fiskens robusthet og respons pa stress
og miljgforhold for dokumentasjon og styring mot bedre fiskevelferd, spesielt i merd hvor slike
utfordringer er store. Metodene kan med fordel inkludere analyser av slimcellestatus som mal
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pa utvikling av barrierestatus, men ma verifiseres i flere studier med berggylt under ulike
miljaforhold for & gi bedre grunnlag for tolking.
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Del lll: Rognkjeks: Toleranse for bra
temperaturoverganger

Bakgrunn

Forhold knyttet til transport eller miljgovergangen fisk opplever ved overfaring fra kar pa land
til den settes ut i laksemerder i sjg har veert pekt pa som mulige forklaringer pa varierende
overlevelse pa rensefisk etter utsett i merd.

Rognkjeksen settes ut store deler av aret, og opplever ofte en bra gkning eller reduksjon i
temperatur sammenliknet med temperaturen i oppdrettskar. Det kan veere fordelaktig mht. god
kontroll med lakselusa & sette rognkjeks ut tidlig pa varen. Fisken utsettes da for et betydelig
temperaturdropp. Tilsvarende vil fisken kunne oppleve bra temperaturgkninger ved utsett seint
om hgsten. For rognkjeks har man fra tidligere forsgk funnet indikasjoner pa at en
temperaturgkning fra 8 til 12 °C er uproblematisk (Remen og Jonassen 2017), men fysiologisk
respons og stress ved sterre temperaturgkninger eller plutselige temperaturdropp er interessant
a undersgke nermere.

Kontrollerte forsgk i kar ble derfor gjennomfart ved Akvaplan-niva sitt Forsknings- og
Innovasjonsstasjonen avd. Kraknes (FISK) i Tromsg for & skaffe mer kunnskap om
stressrespons ved temperatursprang hos rognkjeks, og om hvordan temperaturen spiller inn ved
restituering etter en stressbelastning.

Frisk fisk responderer pa forskjellige typer stress (stressfaktorer) bl.a. gjennom oppregulering
av stresshormonet kortisol, som mobiliserer en rekke fysiologiske og atferdsmessige responser
som hjelper fisken til & takle trusler eller miljgendringer. Plasmakortisol fra blodpraver av
rognkjeks flyttet fra en akklimatiseringstemperatur pa 9,5 °C til hgyere, lavere eller lik
temperatur ble derfor analysert for & sammenligne stressrespons i forhold til bra
temperaturoverganger. Sekundere stressresponser som endringer i plasmaioner (Na*, CI, K*,

Ca?") og plasma-pH ble ogsd malt.

Materiale og metode

Forsgksfisken ble klekket og startforet ved forskningsstasjonen FISK i januar 2018 og overfart
til tre oppdrettskar (holdekar) a 1,5 m® den 16. august 2018 for akklimatisering. Ved forsgksstart
3. september 2018 ble fisken overfart direkte fra holdekarene pa 9,5 °C til forsgkskarene.
Overfgringen skjedde med 60 min mellomrom mellom hver forsgksgruppe og slik at fisk fra
hvert av de tre holdekarene gikk til respektive forsgksgrupper for a minimalisere forskijeller i
stress mellom gruppene pafart i forbindelse med overfaring av fisken.

Falgende tre forsgksgrupper ble satt opp (Figur 1): T9 (referansegruppe, stabilt 9,5 °C, overfart
kl. 10:00), T4 (overgang fra 9,5 °C til 4,2 °C, overfart kl. 11:00); T14 (overgang fra ca. 9,5 °C
til 14,2 °C, overfort kl. 12:00).
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T9, Referanse:
9,5°C

T4, Lav
temperatur:

4,2 °C
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(tre holdekar),
9,5°C
T14, Hoy
temperatur:
14,2 °C

Figur 1. Forsgksoppsett med to parallelle forsgkskar per temperaturgruppe.

Hver temperaturgruppe var representert med to parallelle kar a 110 L og 40 fisk a 46,69 (+ 4,39)
i hvert kar, totalt 80 fisk per gruppe (Bilde 1). Vannutskiftingen i karene var ca. 80 liter per
time. Fisken var sultet en dag fer forsgksstart.

Overfaring av fisk skjedde ved having over i batter, og fisken ble baret over til forsgkskarene.
Dette utgjorde totalt en handteringstid pa ca. 2 minutter far overfaring til forsgkskarene. Fisken
var akklimatisert til en lysintensitet pa 3,3 pmol m2S? i oppdrettskarene og fikk en gkning i
lysintensitet til 10 pmol m2S etter overfaring til forsgkskarene.

Oversikt over forsgksfasilitetene.

Forsgket varte i 72 timer med pravetaking av 6 fisk fra hver gruppe (3 fra hver parallell) etter
1, 8, 24 og 72 timer. O-prgver (referanse fra ubehandlet fisk) fra 6 fisk ble tatt fra
oppdrettskarene (2 fra hvert av de tre karene) pa 9,5 °C like for forsgksstart. Gruppene ble
overfert med 60 min mellomrom og prgvetakingstidspunktene var tilsvarende forskjavet for at
tidspunkt for prgvetaking (antall timer etter overfaring) skulle bli likt mellom gruppene.
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Blodprevetaking fra hjerte (t.v), uttak av skinnprgver (nederst).

Ved blodpravetaking ble fisken havet over i en batte med bedgvelse (Metomidat, 15 mg/l) hvor
fisken mistet likevekten og ble livlgs innen 10 sekunder. Blodprgvene ble tatt innen 2-3
minutter og deretter sentrifugert. Blodplasma ble overfart til pravergr og oppbevart ved -80 °C
inntil de ble analysert. Etter blodprgvetaking ble fisken avlivet med overdose bedgvelse
(Finquel, 200 mg/l). Analysemetoden er nermere beskrevet i vedlegg 1.

En tre-veis ngstet ANOVA med replikater ngstet i gruppe og gruppe ngstet i tidspunkt ble
benyttet for & teste forskjeller mellom tidspunkt uavhengig av gruppe. En-veis ANOVA ble
benyttet for & undersgke om det var forskjeller mellom behandlingsgruppene pa de enkelte
pravetakingstidspunktene. Signifikante ANOVA ble etterfulgt av Student Newman-Keuls test
(SNK) for & identifisere hvilke grupper som var forskjellige. Dersom annet ikke er oppgitt
inngikk seks blodpraveanalyser per gruppe per maletidspunkt (n=6). Signifikansniva (a) pa
0,05 ble brukt i alle analysene.

Resultater

Analyser av uforstyrret rognkjeks far forsgksstart akklimatisert til 9,5 °C viste gjennomsnittlige
kortisolverdier pa 7,5 ng/ml. Overfagringen fra oppdrettskarene til forsgkskarene ga en klar
stressrespons for alle temperaturgruppene allerede etter 1 time, og pa de to hgyeste
temperaturene (T9 og T14) var plasmakortisol regulert tilbake til utgangsnivaet for ustresset
fisk allerede etter 8 timer (Figur 1, p<0,05).

For T4 kom toppen i stressnivaet etter 8 timer og akklimatiseringen var med gradvis
sammenlignet med T9 og T14. Etter 8 og 24 timer hadde T4 signifikant hgyere stressniva
sammenlignet med T14. Ved forsgksslutt var det ingen forskjell mellom gruppene (Figur 1).
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Figur 1. Variasjon i plasmakortisol hos rognkjeks etter flytting til kar med forskjellige temperaturer (T4:
fra 9,51l 4,2 °C, T9: fra 9,5 il 9,5 °C, T14: fra 9,5 il 14,2 °C). Punktene er gjennomsnitt av 6 fisk, vertikale
linjer indikerer standard feil rundt gjennomsnittet (SEM). Forskjeller mellom gruppene pé de enkelte
male-tidspunktene er indikert med bokstaver hvor rekkefglge indikerer rangering av gruppene (SNK,
p<0,05).

Etter overfgring til forsgkskarene ble det pavist et tidlig, men relativt lite dropp i pH for T9 og
T14 malt etter 1 og 8 timer, og en regulering tilbake til utgangsnivaet etter 24 timer (Figur 2).
Det var et seinere dropp i T4 og signifikante forskjell mellom gruppene kun etter 24 timer
(p<0,05), hvor T4 hadde signifikant lavere pH sammenlignet med T9 og T14. Det var ingen
forskjell mellom gruppene etter 72 timer, men en tendens til seinere regulering av pH i T4.
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Figur 2. Variasjon i plasma-pH hos rognkjeks etter flytting til kar med forskjellige temperaturer (T4: fra
9,5til 4,2 °C, T9: fra 9,5 til 9,6 °C, T14: fra 9,5 til 14,2 °C). Punktene er gjennomsnitt av 6 fisk, vertikale
linjer indikerer standard feil rundt gjennomsnittet (SEM). Forskjeller mellom gruppene pa de enkelte
male-tidspunktene er indikert med bokstaver hvor rekkefalge indikerer rangering av gruppene (SNK,
p<0,05).

Den akutte responsen pa overfaringen til forsgkskarene (handteringsstresset) for alle de
undersgkte plasmaionene (Na*, CI-, K* og Ca?*) er temperaturavhengig (Figur 3), hvor en for
de to hgyeste temperaturene (T9 og T14) far en gkning i ione-konsentrasjonene de farste 8
timene etter handteringsstresset, mens T4 enten er uendret (Na* og CI°) eller far redusert ione-
konsentrasjon (K* og Ca?*). Det er ellers stor variasjonen i Ca** mellom gruppene over tid, men
ingen signifikant forskjell etter 72 timer (Figur 3d, p>0,05).

Konsentrasjonene av Na*, CI- og Ca?* stabiliseres til samme niva for alle temperaturgruppene
etter 72 timer (Figur 3a, b og d), mens nivaene av K* (Figur 3c) tidlig reguleres i forhold til
temperatur og forblir temperaturregulert med gkt konsentrasjon med gkende temperatur frem
til forsgksslutt (72 timer).
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Figur 3. Variasjon i konsentrasjonen av Na*, CI, K* og Ca®* i plasma hos rognkjeks etter flytting til kar
med forskjellige temperaturer. (T4: fra 9,5 til 4,2 °C, T9: fra 9,5 til 9,5 °C, T14: fra 9,5 til 14,2 °C).
Punktene er giennomsnitt av 6 fisk, vertikale linjer indikerer standard feil rundt giennomsnittet (SEM).
Forskjeller mellom gruppene pé de enkelte méle-tidspunktene er indikert med bokstaver hvor rekkefalge
indikerer rangering av gruppene (SNK, p<0,05).

Diskusjon

@kningen i plasmakortisol i alle forsgksgruppene etter flytting av fisk fra
akklimatiseringskarene (oppdrettskarene) til forsgkskarene viste at selve handteringen (having
og trenging) ved overferingen var en stressfaktor, og fisken i de forskjellige gruppene
responderte forskijellig pa dette stresset, avhengig av temperatur. Tidlig og hgy stressrespons pa
fisken i gruppe T9 og T14 (9,5 og 14,2 °C), etterfulgt av en rask regulering tilbake til nivaet far
flyttingen, hvor fisken gikk ustresset, tyder pa at rognkjeks pa temperaturer rundt 9-14 °C
handterer moderat handteringsstress effektivt og re-etablerer likevekt etter kort tid. Kritisk gvre
temperatur hos rognkjeks (CTmax) er tidligere beregnet til like over 16 °C (Ern m.fl. 2016).
Stressforlgpet pa 4,2 °C, hvor kortisol-nivaene 13 klart hgyere enn 14,2 °C etter 8 og 24 timer,
tyder pa at det tar lengre tid a stresse ned ved lavere temperatur. Etter 72 timer var kortisolnivaet
ved 4,2 °C fremdeles over tre ganger hgyere enn ved 14,2 °C. Variasjonen i
akklimeringshastigheten kan vere en direkte respons pa effekten temperatur har i regulering av
hastigheten for fysiologiske prosesser (Jobling 1979), men overganger fra hgy til lav temperatur
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kan ogsa tenkes & vere en stressfaktor i seg selv, selv ved relativt sma temperaturdifferanser,
som tidligere indikert pa liten torsk (Seether 2005).

Temperaturtoleransen vil ha betydning for hvordan rognkjeksen klarer a tilpasse seg
(akklimatisere) i merd etter transport. Det er ogsa vist at fiskens svgmmeevne og evne til a sta

imot sterk strom er temperaturavhengig, og kritisk svemmehastighet ved 3, 9 og 15 °C er mélt
til hhv. ca. 25, 31 og 34 cm/s for rognkjeks pa ca. 300 g (Hvas m.fl. 2018).

Det er godt dokumentert at forskjellige stressfaktorer relatert til transport kan akkumuleres til
haye nivaer, avhengig av transportmate og handtering (Remen og Jonassen 2017). Dette gjor
det spesielt viktig at fiskens evne til & regulere (respondere pa stresset) er god. Fiskekvalitet
(robusthet) spiller inn, og det er her vist at temperatur spiller inn i forhold til hvor effektivt
rognkjeksen klarer & re-etablere likevekt. Dersom fiskens evne til & regulere stress og
kompensere for a gjenopprette homeostase (fysiologisk likevekt) ikke er tilstrekkelig, vil fisken
utvikle kronisk stress som kan gir gkt risiko for bla. redusert appetitt, aktivitetsniva,
sykdomsresistens og overlevelse (Wendelaar Bonga 2011).

Reduksjonen i pH det farst dagnet etter overfaring til forsgkskarene er sannsynligvis pavirket
av gkt CO2 i blodet som falge av gkt metabolisme eller svammeaktivitet knyttet til having og
flytting av fisken. En slik reduksjon i pH er for eksempel vist hos laks ved kraftig stress og
utmattelse (Gilmour & Perry 2009). Denne responsen star likevel i kontrast til tidligere data fra
simulerte transporter med rognkjeks og analyser fra kommersielle transporter av rognkjeks
(Remen & Jonassen 2017) hvor pH gkte med gkende stress. Dette ble forklart med at
rognkjeksen kompenserer for en initiell reduksjon i plasma-pH som respons pa gkt COz i
transportvannet, eller at rognkjeksens "trykke-respons™ ved stress farte til akkumulering av COz2 i
blodet (pga. redusert utlufting over gjellene) som fisken kompenserer med gkt opptak av bikarbonat
(HCO3-) som bufrer blodet og gker pH slik at den passive diffusjonen av CO; over gjellene gker
(Wood & Jackson 1980). Forholdene med Kortere stresseksponering, vanngjennomstrgmning i
karene samt fraveer av bevegelser (transportsimulering) og trykkeadferd kan forklare hvorfor en slik
"overkompensering" i pH ikke skjedde i dette forsgket.

Det signifikant lavere pH-nivaet pa 4 °C etter 24 timer og den seinere oppreguleringen
sammenlignet med fisk pa 9 og 14 °C samsvarer med utviklingen i den primere stressresponsen
(plasmakortisol), som er kraftigere og akklimerer seinere pa 4 °C.

Endringer i fiskens salt-vannbalanse (osmotisk stress) er det mest typiske trekket i en sekundaer
stressresponsen hos fisk (Wendelaar Bonga 1997), og kapasiteten for osmoregulering reduseres
ved kraftig stress. @kning i Na* og ClI" konsentrasjonene er derfor er tegn pa osmotisk stress i
forbindelse med overfaringen til forsgkskarene. Perioden med osmotisk stress var kortvarig og
stabiliseringen skjedde etter 24 timer for alle temperaturgruppene. Det er likevel et klart
temperaturavhengig forlgp, tilsvarende forlgpet pa plasmakortisol, med tidligere og hgyere
gkning i Na* og CI- med gkende temperatur, og samtidig raskere nedregulering og
akklimatisering pa de hgyere temperaturene. Temperaturfglsomheten for osmoregulering
varierer mellom arter. Overfgring av regnbuegrret fra 8 til 1 °C farte til alvorlig osmotisk stress
og dadelighet (Finstad m.fl. 1988), mens tilsvarende temperaturovergang for tosk ga gkt stress,
men ingen stor effekt pa fiskens vann-saltbalanse (Staurnes m.fl. 1994). Overgangen for
rognkjeks fra 9,5 til 4,2 °C var mindre ekstrem enn disse tilfellene, og rognkjeksen viste god
evne til osmoregulering pa begge temperaturene. Forsinkelsen i regulering pa 4,2 °C er
sannsynligvis en effekt av lavere metabolsk aktivitet ved lavere temperatur (Jobling 1994).

Ca?" er regulert pd samme méate som CI- via spesifikke ATPase enzymer i gjellene, og det skjer
en utveksling mellom Na* og Ca?* over gjelleepitelet (Verbost m.fl. 1997), som kan forklare
den observerte samvariasjonen mellom Na*, ClI- og Ca?*. Konsentrasjonen av K* blir i starten
oppregulert pa de hgyere temperaturene som respons pa stress, men reduseres under
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akklimeringen, med en klar temperaturgradering hvor konsentrasjonen av K* gker med
temperatur.

Med den begrensede kunnskapen man har pa rognkjeksens fysiologi er det usikkert om kjente
forklaringsmodeller for regulering av sekundzre stressresponser som syre-baseregulering og
ione-regulering i fisk gjelder fullt ut for rognkjeks. Det er bl.a. vist at ferskvann kan
akkumuleres i mage/tarm hos rognkjeks (Franzen m.fl. 2015), at den har vev med lavt ione-
innhold som har betydning for regulering av oppdrift (Davenport og Kjarsvik 1986), og det er
nylig oppdaget en ny type celler i huden til rognkjeks (upubliserte data, Pittman m.fl.) med en
struktur som kan tyde pa at de har en funksjon forbundet med regulering av salt-vannbalansen
eller oppdrift. Muligens skiller rognkjeksen seg ut fra andre arter i maten den regulerer
fysiologisk likevekt.

Konklusjoner og anbefalinger

Det ble observert en raskere og tidlig forbigaende stressrespons hos rognkjeks pa hgye
temperaturer (9,5 og 14,2 °C) sammenlignet med fisk som gikk pa lav temperatur (4,2 °C), som
farte til en hurtigere akklimatisering og stabilisering pa et lavere stressniva etter 72 timer. Dette
tyder pa at rognkjeks responderer pa stress hurtigere ved hgye temperaturer enn ved lave
temperaturer og at handtering, transport og overfgring av rognkijeks til nytt milja er mer kritisk
ved lave temperaturer. Tiltak under transport og i merd for a unnga akkumulering av stress er
derfor spesielt viktig ved lave temperaturer. Slike tiltak kan veere styrt utsettingstidspunk og
valg av lokalitet i forhold til miljg, temperaturakklimatisering for transport og akklimatisering
i merd etter transport (ventemerd e.l.). Temperaturregulering under transport, kanskje spesielt
biltransport hvor man har eksempler pa betydelig nedkjeling vinterstid, kan veere et viktig tiltak.
Lengre akklimatiseringstid i merd ved lave temperaturer gjar at det kan ta litt tid far rognkjeksen
er aktivt sgkende etter lakselus.
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Del IV: Berggylt: Toleranse for bra miljgoverganger;
lys, temperatur og salinitet

Det finnes lite kunnskap pa berggylt og toleranse for bra miljgendringer som fisken utsettes for
i forbindelse med transport og overgang fra oppdrettsmiljget i kar til et sveert varierende miljg
i merder i sjg. | dette forsgket ble derfor stressresponsen etter bra overgang til redusert salinitet,
gkt lysintensitet og redusert temperatur hos berggylt undersgkt.

Materiale og metode

120 berggylt med snittvekt 51,7 g, klekket og oppdrettet ved Marine Harvest Labrus i
@ygarden, ble fordelt pa to stk. 1,3 m® holdekar plassert i et eget forsgksrom 6 dager for
forsgksstart under normale oppdrettsbetingelser (12,2 °C, 34 ppt sjgvann, kontinuerlig dimmet
belysning (1,7 — 3,6 umol m2S1)) fra lysstoffrar i tak (58W/840). Falgende forsgksbetingelser
var etablert ved forsgksstart (Figur 1):

e Gruppe R (referansekar): Normale oppdrettsbetingelser med temperatur pa 12,2 °C,
dimmet belysning (1,7 — 3,6 pmol m2S™) og salinitet pa ca. 34 ppt.

e Gruppe S (salinitet-overgang): Samme betingelser som referansekarene, men med
innblanding av ferskvann for justering til lav salinitet (17 ppt).

e Gruppe L (lys-overgang): Samme betingelser som referansekarene, men med ekstra
kontinuerlig belysning fra en metallhalogenlampe like over karene for justering til hgy
lysintensitet (26,3 — 46,1 umol m2S?). Denne gruppen var skjermet fra de andre
gruppene med presenning for & unnga lysspredning til de andre forsgkskarene.

e Gruppe T (temperatur-overgang): Samme betingelser som referansekarene, men med
uoppvarmet vann for justering til lav temperatur (8,7 °C).

Referanse (R):
12,2 °C, 34 ppt
salinitet, lav
lysintensitet (1,7 —
3,6 umol m25?)

Holdekar, 12,2 °C, 34 Lav temperatur (T):
ppt salinitet, lav \ 8,7 °C
lysintensitet

Lav salinitet (S):

17 ppt.

Hay lysintensitet (L):
26,3-46,1 umol m25?t

Figur 1. Forsgksoppsett.

Akvaplan-niva AS, 0349 Oslo
50 www.akvaplan.niva.no



"o o "_ . =
Forsgkskar med berggylt ved Marine Harvest Labrus.

Ved forsgksstart 9. oktober 2018 ble fisk overfart direkte fra de to holdekarene plassert i
forsgksrommet pa "normale" oppdrettsbetingelser til forsskskar pa de respektive
forsgksbetingelsene (lav salinitet, hgy lysintensitet, lav temperatur og normalreferanse), med to
parallelle kar a 1,3 m® per gruppe og 30 fisk per kar. Mellom hver gruppe var det lagt inn en
tidsforskjell i tidspunktet for overfgring pa 30 minutter for a ta hgyde for et tidsforbruk ved
prgvetaking pa 30 minutter. Prgvetidspunktet ble dermed lik for alle gruppene. Fisken ble ikke
foret i forsgksperioden og alle kar hadde lik vannutskifting (ca. 50% utskifting per time). Det
ble lagt spesiell vekt pa hurtig uttak av fisk direkte til bedgvelse (Metomidat, 15 mg/l).

Forsgket varte i 72 timer. Det ble tatt blodprever av 6 fisk fra hver gruppe (3 fra hvert kar) etter
1, 8, 24 og 72 timer for & male utviklingen i primeer stressrespons (plasmakortisol) og osmotisk
stress (konsentrasjonene av Na*, CI-, K*, Ca?* i blodplasma). | tillegg ble 0-praver (referanse
fra ubehandlet fisk) fra 6 fisk tatt fra de to holdekarene (3 fra hvert kar) like for forsgksstart. |
tillegg ble det tatt praver fra 6 fisk fra et uforstyrret oppdrettskar i paveksthallen pa anlegget
som gikk pa 34 ppt salinitet, 12,2 °C og dimmet belysning. Blodpragvetaking, behandling,
analysering av prgvene og statistikk er beskrevet i vedlegg 1. Etter blodpravetaking ble fisken
avlivet med overdose bedgvelse (Finquel, 200 mg/l).

En tre-veis ngstet ANOVA med replikater ngstet i gruppe og gruppe ngstet i tidspunkt ble
benyttet for & teste forskjeller mellom tidspunkt uavhengig av gruppe. En-veis ANOVA ble
benyttet for & undersgke om det var forskjeller mellom behandlingsgruppene pa de enkelte
pravetakingstidspunktene. Signifikante ANOVA ble etterfulgt av Student Newman-Keuls test
(SNK) for a identifisere hvilke grupper som var forskjellige. Dersom annet ikke er oppgitt
inngikk seks blodpraveanalyser per gruppe per maletidspunkt (n=6). Signifikansniva (a) pa
0,05 ble brukt i alle analysene.
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Resultater

Nivaet av plasmakortisol fra fisk i de to samlekarene tatt like far overfaring til forsgkskarene
var 117 ng/ml (x 82,3). Dette var signifikant hgyere enn for uforstyrret fisk fra et av
produksjonskarene (6,76 ng/ml (£ 5,4)) hvor fisken ble flyttet fra 6 dager far (p<0,05). Det var
ogsa store individuelle variasjoner i stressniva i samlekaret, med to fisk mellom 12 og 24 ng/ml
og fire fisk mellom 142 og 225 ng/ml kortisol.

Gruppe S, som fikk direkte overgang fra normalt sjgvann (34 ppt) til brakkvann (17 ppt), fikk
en moderat gkning i plasmakortisol en time etter overfging, men ikke signifikant forskjellig fra
referansegruppen (R) overfert til normalt sjgvann eller stressnivaet fer overfgringen (p>0,05,
Figur 2). Gruppe S endte pa 7,6 ng/l (+ 4,8) plasmakortisol etter 24 timer, som var signifikant
lavere enn utgangsnivaet (p<0,05).

Ved et uhell ble sjgvannstilsetningen i blandetanken til de to karene i gruppe S stanset tredje
dag av forsgket. Dette ble oppdaget ca. kl. 13:00, ca. 50 timer etter forsgksstart. Saliniteten i de
to parallelle karene i gruppen var da pa hhv. 5 og 0 ppt. Det var 5-10 dgdfisk i hvert av karene.
Det ble apnet for sjgvann igjen, og saliniteten ble raskt (tiden ikke tallfestet) stabilisert til 17
ppt. Analysene av gruppe S er derfor avgrenset til de ferst 24 timene hvor saliniteten var stabil.

Det var en klar tendens til redusert plasmakortisol i gruppe L allerede 1 time etter overfgringen
fra dimmet lys til hgy lysintensitet (Figur 2), og etter 24 timer var denne forskjellen fra
utgangsnivaet for overferingen statistisk signifikant (p<0,05). Det var ingen signifikant
forskjell mellom L og referansegruppen (R) pa noen tidspunkt (p>0,05). Gruppe L stabiliserte
seg rundt 3,9 (x 5,2) ng/ml plasmakortisol etter 24 timer.

Gruppe T fikk en Kklar gkningen i plasmakortisol etter overfgring til lavere temperatur,
signifikant hgyere enn normalreferansen pa hgyere temperatur (R) og de de to andre
forsgksgruppene etter 8 og 24 timer (p<0,05). Etter 72 timer var gruppe T ikke lenger forskjellig
fra R og L, og kortisol-nivaet var redusert til 8,9 ng/l (+ 7,8), signifikant lavere enn far
overfgringen til kar med lavere temperatur (p<0,05). Temperaturen i gruppe T ble noe redusert
gjennom forsgket og endte pa 8,5 °C ved forsgksslutt.
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Figur 2. Variasjon i plasmakortisol hos berggylt etter flytting til kar med forskjellige miljoforhold (R:
referansekar, S: gruppe overfort til lav salinitet (17 ppt), L: grupper overfort til hoy lysintensitet (26,3
—46,1 umol m-28-1), T: gruppe overfort til lav temperatur (8,7 °C). Punktene er gjennomsnitt av 6 fisk,
vertikale linjer indikerer standard feil (SEM). Forskjeller mellom gruppene pd de enkelte
mdletidspunktene er indikert med bokstaver hvor rekkefolge indikerer rangering av gruppene (SNK test,
p<0,05).

Sammenlignet med mgnsteret for plasmakortisol var det en mindre systematisk utvikling i pH
for alle gruppene etter overfaring til nye miljgbetingelser, og stor variasjon innad i gruppene pa
de enkelte maletidspunktene (Figur 3). Det var forskjell mellom gruppene kun etter 8 timer,
hvor pH var signifikant lavest i gruppe T (p<0,05).
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Figur 3. Variasjon i pH hos berggylt etter flytting til kar med forskjellige miljoforhold (R: referansekar,
S: gruppe overfort til lav salinitet (17 ppt), L: grupper overfort til hoy lysintensitet (26,3 — 46,1 umol
m-2S8-1), T: gruppe overfort til lav temperatur (8,7 °C). Punktene er gjennomsnitt av 6 fisk, vertikale
linjer indikerer standard feil (SEM). Forskjeller mellom gruppene pd de enkelte mdletidspunktene er
indikert med bokstaver hvor rekkefolge indikerer rangering av gruppene (SNK test, p<0,05).

Etter 8 timer var pH i alle forsgksgruppene signifikant lavere sammenlignet med fisk fra
oppdrettskaret og holdekarene far overfaring (SNK-test, p<0,05), mens forskjellene var mindre
deretter.

Utviklingen i plasmaioner (Figur 4) fulgte i grove trekk samme utvikling som plasmakortisol,
med en generell tendens til en umiddelbar gkning i ionekonsentrasjonen like etter overfgringen
til forsgkskarene, og deretter en reduksjon og stabilisering etter 24 — 72 timer pa samme niva
(Na* og K) eller noe lavere niva (Cl- og Ca?*) sammenlignet med far overfgringen. Gruppe T
hadde en tendens til akklimatisering til lavere ione-konsentrasjoner spesielt for K*, og hadde
signifikant lavere Na" og K* sammenlignet med referansegruppen (R) etter 24 timer (p<0,05,
Figur 4). Konsentrasjonen av K* var signifikant hgyest for gruppe S etter 24 timer (en-veis
ANOVA, p<0,05).
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Figur 4. Variasjon i konsentrasjonen plasmaionene Na* (a), CI (b), K' (c) og Ca’* (d) hos berggylt etter

fytting til kar med forskjellige miljoforhold (R: referansekar, S: gruppe overfort til lav salinitet (17 ppt),
L: grupper overfort til hoy lysintensitet (26,3 — 46,1 umol m-2S8-1), T: gruppe overfort til lav temperatur
(8,7 °C). Punktene er gjennomsnitt av 6 fisk, vertikale linjer indikerer standard feil (SEM). Forskjeller
mellom gruppene pd de enkelte mdletidspunktene er indikert med bokstaver hvor rekkefolge indikerer
rangering av gruppene (SNK test, p<0,05).

Uhellet med stans i sjgvannstilfgrselen til blandekaret til gruppe S tredje dag medfert en
reduksjon fra 17 ppt til hhv. 5 og O ppt for de to parallelle karene i denne gruppen. Denne
reduksjonen hadde sannsynligvis foregatt over naermere ett degn. Sjevannet ble umiddelbart
slatt pa igjen og saliniteten gkte igjen gradvis til stabilt 17 ppt. Det ble tatt blodpraver fra fisk
utsatt for dette salinitetsstresset ved forsgksslutt, ca. 24 timer etter vannstansen. Disse er i 1
sammenstilt med blodpraver fra fisk fra produksjonskaret, samlekarene og salinitetsgruppene
(S) 1 og 24 timer etter direkte overfgring til 17 ppt.
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Tabell 1. Blodverdier fra berggylt utsatt for forskjellige salinitetsendringer. Produksjonskar:
uforstyrret fisk i produksjonskar (34 ppt salinitet); Samlekar: 6 dager etter overfgring av fisk til 1,3 m*
holdekar i forsgksrom (34 ppt salinitet), 17 ppt, 1 time; 1 time etter overfaring av fisk fra samlekar til
forsgkskar pa 17 ppt salinitet; 17 ppt, 24 timer; 24 timer etter overfgring av fisk fra samlekar til
forsgkskar pa 17 ppt salinitet; 5 ppt; 24 timer etter midlertidig dropp fra 17 til 5 ppt; 0 ppt; 24 timer
etter midlertidig dropp fra 17 til O ppt.

Kortisol Na* cr K* Ca* pH
Behandling AVG | SD AVG | SD AVG | SD |AVG | SD | AVG | SD | AVG | SD
Produksjonskar
(n=6) 6,8 54 | 1750 | 9,5 |(151,4|6,4| 4,18 | 0,84 | 1,46 | 0,26 | 7,37 | 0,05
Samlekar (n=6) 117,1 | 82,3 | 173,0 | 9,5 148,8 | 6,8 | 3,37 | 0,26 | 1,38 | 0,16 | 7,32 | 0,08
17 ppt, 1 time
(n=6) 140,5 | 94,3 177,8 | 3,2 146,8 | 1,5 3,25 | 0,15 | 1,32 | 0,08 | 7,27 | 0,11
17 ppt, 24 timer
(n=6) 7,6 4,8 176,0 | 3,9 142,7 | 393,82 |043|1,37 |0,10| 7,24 | 0,18
5 ppt (n=3) 16,4 | 10,4 | 167,7 | 3,2 136,0 | 1,0 | 3,58 | 0,37 | 1,28 | 0,01 | 7,27 | 0,07
0 ppt (n=2) 484 230 134,3 | 5,5 106,4 | 8,8 | 3,15 | 0,53 | 1,06 | 0,08 | 6,93 | 0,22

Ca. 24 timer etter reetablering av den opprinnelige saliniteten pa 17 ppt var konsentrasjonen av
plasmakortisol fremdeles sveert hgy i gruppen som fikk et midlertidig dropp fra 17 til O ppt (484
ng/ml (x+ 230), n=2). En plasmaprgve fra gruppen pa 0 ppt malt til 1400 ng/ml Kortisol er
ekskludert pa grunn av hemolysering.

Nivaet av plasmakortisol i gruppen med midlertidig dropp til 5 ppt varierte fra 4,4-23,6 ng/ml
med gjennomsnitt pa 16,4 ng/ml (+ 10,4) 24 timer etter droppet, og var ikke signifikant
forskjellig fra nivaet for gruppe S som hadde veert 24 timer pa stabilt 17 ppt (en-veis ANOVA,
p>0,05).

For pH var det liten forskjell mellom gruppene pa saliniteter fra 5 til 34 ppt, mens fisk utsatt
for et midlertidig dropp til 0 ppt ikke regulerer opp til samme niva som fer droppet i lgpet av
24 timer.

Konsentrasjonen av plasmaioner 24 timer etter salinitetsdroppet var redusert i forhold til
utgangsnivaet bade for gruppen med dropp til 5 og 0 ppt, med lavest niva for fisk med dropp til

0 ppt.

Diskusjon

All fisk ble overfagrt samtidig til samlekar 6 dager for forsgksstart og hadde derfor samme
utgangspunkt og betingelser far overfagringen til forsgkskarene. Den direkte overferingen av
fisk fra samlekar til forsgkskar var forventet & medfare et relativt likt handteringsstress, mens
miljgovergangen ville enten gi additivt stress eller dempe stressresponsen pa handteringen
(eventuelt transporten) avhengig av retning og starrelse pa miljgspranget, og om det nye miljget
var mer gunstig for regulering av stress eller ikke.

Stressmalingene fra samlekarene som fisken ble fordelt fra viste at fisken allerede var stresset
for flytting til forsgkskarene (117 ng/ml (+ 82)), og la noe hgyere enn stressnivaene malt pa
berggylt far overfering fra bat til merd (41-51 ng/ml) i kommersielle transporter, men rundt
samme niva som etter biltransport kombinert med sekundartransport i bat (119-156 ng/ml).
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Utgangsstresset far fisken ble flyttet til nye miljgbetingelser var derfor representativt for reelle
transportbetingelser.

Det var kun overgangen til lavere temperatur som ga en gkning i stressniva (additivt stress) i
forbindelse med overfgringen, mens overgangen fra fullt sjgvann til lav salinitet eller fra lav til
hay lysintensitet ikke medfarte gkt stress.

| tillegg stresset gruppen pa lav salinitet og gruppen pa hgy lysintensitet ned i forhold til
utgangsnivaet allerede etter 8 timer, stabiliserte seg pa et lavt stressniva etter 24 timer og viste
et likt stressforlgp som normalreferansen pa dimmet belysning og fullt sjgvann. Dette indikerer
at berggylt har god kapasitet til & regulere stress (gjenopprette homeostase) under disse
miljgforholdene, og at intervallet for den bra overganger var uproblematisk.

God toleranse for saliniteter som neaermer seg iso-osmotiske nivaer (det osmotiske trykket som
fisken opprettholder, ca. 1/3 av sjgvann) er ogsa tidligere vist for en rekke marine
oppdrettsarter, og kan forklares med det lavere energiforbruket fisken har for & regulere ione-
balansen samt lavere standardmetabolisme som gir gkt energi tilgjengelig for regulering (Boeuf
& Payan 2001; Brett 1979; Jobling 1994). Dette underbygger den effektive reguleringen av
stress etter overfgring til 17 ppt.

Stressresponsen pa de ekstreme salinitetsdroppene berggylta ble utsatt for i forbindelse med
vannstoppen i blandekaret, hvor saliniteten en kort periode sank til hhv. 5 og 0 ppt, tyder pa at
berggylt tilvendt 17 ppt klarer & restituere seg etter en kortere periode med videre reduksjon
ned mot 5 ppt, men ikke etter eksponering til ferskvann. Normale rutiner for AGD-behandling
av berggylt, hvor saliniteten gradvis reduseres til 15 ppt og holdes pa dette nivaet i seks dager
for den gkes igjen, fremstdr som en forsiktig behandling i forhold til den observerte
salinitetstoleransen til berggylt i dette forsgket.

Salinitetstoleranse er ikke tidligere undersgkt pa berggylt, men for torsk, som er beskrevet som
spesielt euryhalin (tolerant for variasjoner i salinitet), er det vist at nedre grense for
salinitetsakklimatisering er ca. 6 ppt, og at dette nivaet gjer den spesielt fglsom for transport
(Arnason m.fl. 2013). Restituering etter midlertidig dropp til salinitet til 5 ppt indikerer at
berggylta taler et stort spenn i salinitet (er euryhalin), og pre-akklimeringen til 17 ppt kan ha
gjort det enklere & tolerere den ekstremt lave saliniteten. En skal ogsa vere obs pa at temperatur
kan pavirke denne toleransen for salinitetsendringer, og pa laks farte lav temperatur til forsinket
osmotiske forstyrrelser og forlenget periode med osmotisk stress sammenlignet med hgy
temperatur (Handeland m.fl. 2000).

Rask reduksjon i stressnivaet i gruppe L etter overfgring fra lav til hgyere lysintensitet
sammenlignet med de andre forsgksgruppene tyder pa at hgy lysintensitet har en
stressdempende effekt. Det kan ogsa ha sammenheng med at denne gruppen, i motsetning til de
andre gruppene, var skjermet med presenning og derfor gikk mer uforstyrret. Responsen pa hay
lysintensitet er noe overraskende siden en i oppdrett av berggylt oppfatter lav lysintensitet som
mer gunstig.

Det er kjent at lysintensitet kan pavirke bla. aggressivitet, utvikling, vekst og overlevelse hos
fisk i oppdrett (Boeuf & Le Bail 1999). Lysintensitet som stressor med direkte effekt pa
plasmakortisol er ogsa vist pa havabborarten grouper (Wang m.fl. 2013), hvor bade lav (0,1 og
10-50 lux) og hgy (3000-3500 lux) lysintensitet var mer stressende enn midlere lysintensitet
(320-1150). Den midlere lysintensiteten rapportert pa grouper la rundt samme lysintensitet som
hgy lysintensitet i forsgket med berggylt. Det kan derfor tenkes at en ytterligere gkning i
lysintensitet kunne vert stressende for berggylt. Lysfglsomheten varierer ogsa mellom
oppdrettsarter (Vera m.fl. 2010), livsstadium (Miyazaki m.fl. 2000) og genetisk bakgrunn
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(Puvanendran & Brown 2002), og kompliserer derfor optimalisering av denne
miljgparameteren.

Bra temperaturovergang (endring fra akklimeringstemperaturen pa 12,2 °C til 8,7 °C) var den
miljgendringen som ga den hgyeste stressresponsen etter overfering til forsgkskarene, og
regulering ned til hvilenivaer gikk seinere sammenlignet med referansegruppen og de andre
forsgksgruppene pa stabil temperatur (12,2 °C). Generelt for fisk gar metabolismen ned og
dermed akklimatiseringen seinere ved redusert temperatur (Jobling 1994). Den direkte
stressresponsen pa temperaturendringer er ikke tidligere vist pa berggylt, men for torsk er det
observert en kraftig og langvarig gkning i stress etter rask temperaturendring, men med en mer
ekstrem temperaturovergang enn testet for berggylt (fra 8 til 1 °C, Staurnes m.fl. 1994). For
liten torsk med dropp til 3 °C gkte stressresponsen med gkende starrelse pa temperaturspranget
(akklimeringstemperaturer pa 8-14 °C, Sather 2005). For berggylt derimot, tyder den
begrensede varigheten av stressresponsen, pa at temperaturdropp fra 12,2 til 8,7 °C er
uproblematisk for berggylt, og at det ved ca. 8-9 °C vil gar ca. tre dager far fisken har
akklimatisert seg til nye miljgbetingelser etter transport, forutsatt at det ikke oppstar annet
miljg- eller behandlingsstress (additivt stress) i merden. Ved lavere temperaturer vil en forvente
at det gar lenger tid.

Det er behov for & finne ytterpunktene for hva berggylt taler av temperaturendringer, men
generelt er det gunstig & akklimatisere til lavere temperatur for & redusere temperaturdroppet
ved overfgring til nytt miljg mest mulig.

Det relativt hgye stressnivaet pa fisk i holdekaret fgr fisken ble overfart til de forskjellige
forsgkskarene tyder pa at berggylt er spesielt falsom for forstyrrelser (aktiviteter) i neerheten av
karet. Den lave stressresponsen og raske akklimatiseringen etter overfgring av fisk til gruppe
L, som til forskjell fra de andre gruppene var avskjermet med presenning, indikerer at skjerming
fra aktiviteter/forstyrrelser kan ha spesiell betydning for reduksjon av stress hos berggyilt.

De sekundzere responsene pa stress gir seg moderate og kortvarige utslag i pH og plasmaioner,
og reflekterer en god toleranse og effektiv regulering av likevekt (homeostase) etter
miljgovergangene. Den lille og forbigdende reduksjonen i pH like etter overfaring til
forsgkskarene er sannsynligvis pavirket av gkt CO2i blodet (Gilmour & Perry 2009) som falge
av gkt metabolisme eller svsmmeaktivitet knyttet til having og flytting av fisken. Reguleringen
av pH skjer primart over gjellene (utveksling av H* og HCO®) og er koplet til Na* og CI- (Perry
& Gilmour 2006). Dette kan forklare noe av gkningen i Na* og CI" for berggylt samtidig med
pH-droppet etter 8 timer.

| tillegg er ionekonsentrasjonen pavirket av kortisol gjennom regulering av permeabiliteten i
gjellene (Wendelaar Bonga 1997). | sjgvann under kraftig stress vil fisken dehydrere og
ionekonsentrasjonene gke, mens ionekonsentrasjonen vil bli redusert i ferskvann. Samlet
vurdert er det indikasjoner pa forbigdende osmotisk stress kort tide etter overfaring til
forsgksbhetingelsene, og nedregulering til stabile nivaer etter 24 timer, som indikerer effektiv
osmoregulering under de testede miljgforholdene. Unntaket er fisk som ble utsatt for en kortere
eksponering med ferskvann, hvor evnen til regulering av stress og ionebalanse ble tydelig
svekket.
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Konklusjoner og anbefalinger

En er helt i startfasen i forhold til & undersgke og forsta miljeresponsen til berggylt, bade i
forhold til tilpasning til nye miljgbetingelser etter utsett i merd, samt hva som er optimale
miljebetingelser for oppdrett pa land og hold i merd med laks. Regulering av lysintensitet, og
muligens skjerming fra stay eller andre stressorer utenfor karet, ser ut til & veere spesielt viktig
for berggylt i oppdrett. Hgy lysintensitet er mer gunstig enn lav. Overfgrt til en
transportsituasjon vil en forvente at berggylta takler overgangen til merd bedre i dagslys enn i
marke eller i dimmet belysning.

Berggylta er sveert tolerant for redusert salinitet (brakkvann), og brakkvannslokaliteter er i
utgangspunktet egnet for berggylt. Toleransen for lav salinitet kan variere med temperatur, og
kan tenkes a svekkes ved lavere temperatur enn det som er undersgkt. Korttidseksponering av
berggylt til ferskvann kan gi langvarig stressreaksjoner og osmotisk stress.

Berggylt taler godt moderat temperaturdropp fra ca. 12 til 8-9 °C, men toleranse for stgrre dropp
er mer usikkert. Generelt trenger fisk lengre tid pa akklimatisering ved lave temperaturer, noe
som gker sjansen for akkumulering av stress etter utsett i kalde perioder. Det er da spesielt
viktig med strategier fer og under transport som reduserer stress, for eksempel forhands-
akkimering slik at miljgsprang reduseres, samt og at fisken etter utsett i merd skjermes for
additivt stress spesielt i tilvenningsfasen etter utsett. Tiltak kan veere bruk av akklimerigsmerd,
redusert handtering og annen operasjonelle forstyrrelser, flytting av utsettingstidspunkt til mer
gunstige perioder osv.

Stremforhold er en miljgparameter som kan variere mye mellom lokaliteter, og som en ikke
kjenner betydningen av hos berggylt. Det er behov for undersgkelse av toleranse for
strgmhastighet, samt hvordan berggylta takler forskjellige kombinasjoner av miljgforhold,
f.eks. hgy temperatur ved hgy stramhastighet, eller lav temperatur og lav salinitet.

Miljeresponsen undersgkt i dette forsgket med berggylt er gjort innenfor relativt snevre
gradienter. Det er behov for nzrmere Kartlegging av toleranse for mer ekstreme
miljgoverganger for 4 teste ytterpunktene hva berggylta tolererer.
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Vedlegg 1: Beskrivelse av prgvetaking og
analysemetoder

Prgvetaking og analysering av plasmakortisol

Hepariniserte sprayter ble brukt for a ta blodpraver fra hjertet (0,2 — 0,6 ml) av bedgvd fisk.
Pravene ble overfart til Eppendorfrgr og sentrifugert minimum 3 minutter. Plasma ble overfart
til nye Eppendorfrer og holdt fryst pa — 80 °C eller lavere (flytende nitrogen eller fryser) frem
til analysering. For nedfrysing i felt og transport ble det enten brukt tarris eller stalbeholder
mettet med flytende nitrogen (dryshippe).

Kortisolkonsentrasjonen (ng/ml) fra plasma av rognkjeks og berggylt ble analysert med
DetectX® Cortisol Enzyme Immunoassay Kit (Arbor Assays, USA). Plasma ble fortynnet
1:100, og ble analysert i duplikat. Standardkurven er lagt fra en standard med kjent
kortisolkonsentrasjon og hadde en range fra 0 til 320 ng/ml. Deteksjonsgrensen ble testet til
0,045 ng/ml. Prgver utenfor standardkurvens nedre grense ble satt til <0,05 ng/mi,
plasmaprgver med en kortisol konsentrasjon over 320 ng/ml ble fortynne 1:1000 og reanalysert.

Pragvetaking og analysering av pH, Na*, K*, Cl-og Ca?*

Etter at blodplasmaet var analysert for kortisol ble resterende plasma analysert for pH, Na*, K,
Cl og Ca?" ved bruk av Convergys ISE Comfort elektrolytt analysator (Convergent
Technologies GmbH & Co., Tyskland).

Prgvetaking og analyser av slimceller fra hud

Hudprever pa ca. 2 x 1 cm og ca. 0,5 cm dype ble tatt lateralt pa hgyre side like bak brystfinne
for analysering av slimceller fra berggylt og rognkjeks samt Q-celler for rognkjeks (Bilde 1 og
2). For berggylt ble pravene tatt like over sidelinjen, mens den for rognkjeks ble tatt i "gropen”
som er avgrenset av en gvre og nedre rekke med beinknuter (tagger). Pravene ble plassert
enkeltvis i histokassetter og lagt i 4% fosfatbufret formalin. Hudpragvene fra samme fisk fikk
samme merkenummer som plasmaprgvene.

Bilde 1: Berggylt etter uttak av skinnprgve. Bilde 2: Rognkjeks etter uttak av skinnprgve.
Skinnprgver i histokassetter.
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Prgvene ble dehydrert i etanol fgr innstgpning i Technovit og snittet. Snittene ble farget med
Periodic Acid Schiff (PAS)-Alcian Bla og prosessert i henhold til Pittman m.fl. (2011). Hvert
snitt ble gjennomgatt for identifisering av relevante omrader av interesse (ROI) ved bruk av
billedanalyseprogrammet VIS (Version 3.6.5.0; Visiopharm Integrator System). ROI ble
tilfeldig inndelt i 5-100% av det totale omradet av interesse, hvor antall og areal av slimceller
ble malt.
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