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Dette er den faglige sluttrapporten for prosjektet "STARTRENS — Optimalisert
startféring av rensefisk" som ble finansiert av Fiskeri- og havbruksnaeringens
forskningsfinansiering (#901561). Rensefisk har en sentral rolle i laksenaeringen som
ikke-medikamentell behandling mot lakselus, og behovet for rensefisk i laksenaringen
er langt hgyere enn det som oppdrettes.

De fgrste ukene av fiskeyngelens liv er avgjgrende for senere suksess. Berggylt og
rognkjeks er veldig forskjellige med hensyn pa biologi og livshistorie, og har derfor
forskjellige krav til produksjonsmetoder og dyrehold. De tidlige miljgforholdene
pavirker gjerne atferd og funksjonalitet i senere stadier hos fisk, og pavirkninger i
tidlige larve-stadier kan medfgre langvarige endringer i vekst og fysiologiske responser.

| STARTRENS har vi karakterisert eggkvalitet hos rognkjeks og berggylt med mal om a
utvikle verktgy for oppdrettere som kan brukes til & velge ut de beste egg-gruppene til
sine klekkeri. Vi har ogsa brukt tidligere erfaringer med ulike levendefér-organismer
som bakgrunn for to startforingsforsgk med rognkjeks og berggylt hvor ulike
foringsregimer ble utprgvd med mal om a optimalisere startforingsprotokoller.
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Sammendrag (Norsk)

@kt kunnskap om berggyltens (Labrus berggylta Ascanius, 1767) og rognkjeksens (Cyclopterus lumpus L.
Linnaeus, 1758) krav til miljg og ernering, hos bade stamfisk og tidlige livsstadier, er avgjerende for a
lykkes med 4 etablere hgykvalitets stamfisk og for & forbedre kvalitet og velferd hos oppdrettede larver og
juvenile. | STARTRENS-prosjektet var det overordnede malet a bidra til betydelig forbedring i fiskevelferd
og ytelse for oppdrettet rensefisk. Vi hadde som malsetting 4 etablere kunnskap om hvordan man kan
gjenkjenne og male eggkvalitet i berggylt- og rognkjeksegg, og om hvordan man kan optimalisere
startforingen av larver hos begge arter. STARTRENS-prosjektet har lyktes med a& gjennomfare en
omfattende kartlegging av biokjemiske, histologiske, gen-relaterte og biometriske parametere hos begge
arter, for bade embryonalutviklingen og utviklingen i larvestadiene. Prosjektet identifiserte flere
lipidkomponenter som potensielt kan brukes som biomarkgrer for a forutsi eggkvalitet hos begge arter, og
viste at disse markarene er unike avhengig av hunnfiskens opprinnelse (geografi) og/eller foringshistorikk.
Hos rognkjeks fant vi korrelasjoner mellom innhold av enkelte fosfatidyletanolaminer (PEs) og
fosfatidylcholiner (PCs) og klekkesuksess og befruktningsrate. For berggyltegg fant vi spesifikke
triacylglyserider (TAGs) som kan fungere som biomarkerer for vurdering av eggkvalitet. Videre har
prosjektet frembragt ny kunnskap om overfgringseffekter av tidlig larveernering inn i tarrfortilvenningen,
sakalt ernaeringsprogrammering. Berggyltlarver som ble startforet pa naturlige fororganismer viste mindre
forskjeller i genuttrykk seg imellom, og store forskjeller ssmmenliknet med larver som ble startforet pa
anriket levendefor, lenge etter larvene var tilvent tarrfor. Dette viste at det aller forste foret larvene spiser
medfgrer langvarige metabolske endringer i larvene. Til slutt har vi evaluert effekten av a bruke flere av de
vanligste levendefororganismene og foringsstrategiene for bade berggylt- og rognkjekslarver, og basert pa
disse resultatene, gitt anbefalinger om hvilke féringsstrategier som virker fordelaktige for vekst og andre
velferdsparametere. Berggyltlarver bar fores med hoppekreps som en erstatter for rotatorier for a oppna god
vekst og hgy overlevelse. Videre kan det oppnas bedre kapasitet for fordgying og energilagring ved a bytte
ut Artemia med rurlarver. For rognkjeks ga Artemia tidlig rask vekst og god utvikling av larvene, mens foring
med rurlarver ga en relativ hgyere veksthastighet i senere stadier og ved tilvenning til terrfor. Disse
fororganismene ga ogsa hgyest overlevelse og de starste larvene ved avslutningen av forsgket.
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Summary (English)

Improving our knowledge about the environmental and nutritional requirements of ballan wrasse (Labrus
berggylta Ascanius, 1767) and Atlantic lumpfish (Cyclopterus lumpus L. Linnaeus, 1758) broodstock and
early life stages is paramount succeed with establishing high quality broodstock and to improve the quality
and robustness of farmed larvae and juveniles. The overarching aim of the STARTRENS project was to
contribute to significant improvements in fish welfare and -performance for farmed cleaner fish. Herein, we
aimed at gaining knowledge on how to recognize and measure egg quality in lumpfish- and ballan wrasse
eggs and to optimize start feeding protocols for the early life stages of both species. The STARTRENS
project has succeeded in conducting a comprehensive mapping of biochemical, histological, gene-related
and biometric parameters for both species in terms of both, embryonic and larval development. The project
identified several lipid species with potential for being used as biomarkers to predict egg quality in both
species and showed that these markers are unique depending on origin of the female and feeding history. For
lumpfish eggs, we found correlations between content of certain phosphatidylethanolamines (PEs) and
phosphatidylcholines (PCs) and hatching success and fertilization rates. For ballan wrasse eggs, we identified
specific triacylglycerides (TAGs) which can function as biomarkers to predict egg quality. Furthermore,
STARTRENS have brought forth new knowledge on the carry-over effects of early nutrition into the weaning
stage, so-called nutritional programming, and highlighted the importance of proper early nutrition. Ballan
wrasse larvae fed natural feed organisms at the onset of exogenous feeding showed less differences in gene
expression between them, and large differences when compared to larvae fed traditional enriched live feed
organisms, several weeks into the weaning period. This showed that the very first feed items the larvae eat
causes long-term metabolic changes in the larvae. Finally, we evaluated the effects of several, commonly
used live feed organisms and feeding strategies for both ballan wrasse and lumpfish larvae and, based on
these results, provide recommendations on feeding strategies which seem beneficial for larval growth and
health. Ballan wrasse larvae should be fed copepods as a replacer for rotifers to achieve good growth and
higher survival. Further on, a higher digestive capacity and energy storage can be achieved by replacing
Artemia with cirriped larvae. In lumpfish larvae, using Artemia caused early fast growth and good
development, whereas feeding with cirriped larvae lead to higher growth rates in the later stages and during
weaning onto formulated feeds. These two prey items also resulted in the highest survival and the largest
larvae by the end of the experiment.
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1 STARTRENS-prosjektet

STARTRENS ble finansiert gjennom utlysningen "Apen utlysning i regi av FHF — Forebygging og kontroll
av lus i lakseoppdrett" (saksnummer 18/00218) og var rettet mot malsettingen "Malsetting 1 - Fremskaffe
kunnskap om kvalitet pa rensefisk — fra stamfisk av berggylt og rognkjeks til nyklekt yngel til og med
startféring" under "Konkurranseomrade 3: Rensefisk".

1.1 Bakgrunn

Norge er den stgrste produsenten av Atlantisk laks (Salmo salar) i verden og produserer 55,3 % av den
globale produksjonen (lversen, et al., 2020). Ektoparasitten lakselus (Lepeophtheirus salmonis, Krgyer 1837)
fortsetter & veere en stor kostnadsdriver for laksenaringen (lversen, et al., 2017), og lusenivaer setter i dag
premissene for videre vekst i produksjonsomrader langs norskekysten gjennom reguleringer bestemt av
Trafikklyssystemet ‘Traffic Light system’ (Myksvoll, et al., 2018; Sandvik, et al., 2016). Nedgangen i bruk
a kjemiske avlusingsmiddel har resultert i utvikling av en rekke nye avlusingsmetoder det siste tiaret
(Greaker, et al., 2020). Bruk av rensefisk i laksemerden for & holde lusenivaet nede er en metode som blir
stadig vanligere (Erkinharju, et al., 2021), og i dag brukes det mer enn 60 millioner rensefisk i aret til formalet
(Overton, et al., 2020). De to artene rensefisk det drives oppdrett pa i Norge i dag; berggylt (Labrus berggylta
Ascanius, 1767) og rognkjeks (Cyclopterus lumpus L. Linnaeus, 1758), har blitt brukt til biologisk
lusekontroll i flere tiar (Bjordal, 1990; Brooker, et al., 2018).

Til tross for store fremskritt innen forskning pa disse artene, er mye av biologien hos bade berggylt og
rognkjeks fortsatt ukjent. @kt forstaelse om artenes krav til miljg og ernering er en forutsetning for a lykkes
med & etablere god stamfisk, og for a forbedre kvaliteten og robustheten for produserte larver og juveniler,
for til syvende og sist kunne bidra til & dekke opp laksenzringens gkende behov for rensefisk og samtidig
redusere omfanget av fangst fra naturlige bestander (Brooker, et al., 2018).

1.2 Organisering og implementering

Prosjektet "Optimalisert startforing av rensefisk (STARTRENS)" ble finansiert av Fiskeri- og
Havbruksnaringens Forskningsfinansiering (FHF) for perioden 2019 — 2021. SINTEF Ocean var ansvarlig
organisasjon for prosjektet og prosjektleder var seniorforsker Andreas Hagemann. Prosjektet var organisert
som et samarbeid mellom forskningspartnere SINTEF Ocean og NTNU og industripartnere DEBTOX
Research, Planktonic AS og CFEED AS. Prosjektet omfattet ogsa samarbeid med prosjektet CleanLifeCycle
(FHF #901562), ledet av @ystein Seele ved Havforskningsinstituttet, som gikk parallelt med STARTRENS.

Prosjektet skulle egentlig avsluttes 29. mai 2021, men fikk innvilget en forlengelse av FHF til 15. desember
2021 pa grunn av forsinkelser som oppstod pa grunn av bade redusert bemanning og nedstengning av
laboratorier under Covid-19 pandemien. Pandemien skapte store forsinkelser med dataprosessering, analyser
av prgvemateriale og tolkning av data, og den satte ogsa en stopper for det planlagte samarbeidet pa
eggkvalitet hos berggylt med CleanLifeCycle-prosjektet. Prosjektet inkluderte 10 MSc-studenter, herav 7
studenter som var inkludert i arbeidspakke 2 som alle matte utsette innleveringen av sine oppgaver pa grunn
av Covid-19 situasjonen. Studentenes resultater er derfor bare delvis inkludert i denne sluttrapporten, men
oppgavene vil bli gjort tilgjengelig gjennom NTNU etter hvert. En liste over studentene og titler for deres
oppgaver en oppgitt i Kapittel 9 - Leveranser.

Prosjektet hadde et stort team av forskere, teknikere, laboratoriepersonell og studenter som sammen bidro til
a realisere prosjektets ambisigse arbeidsplan. Navn og roller pa ngkkelpersonell i prosjektet var som fglger:

SINTEF Ocean: Andreas Hagemann (Prosjektleder), Arne Malzahn (Leder AP2), Bjarn Henrik Hansen,
Deni Ribicic, Stine W. Dahle, Roman Netzer, Bjarne Kvastad, Jan Ove Evjemo, Asmund Johansen, Marius
Selnas Andersen, Julia Farkas og Antonio Sarno.
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NTNU Institutt for Biologi: Elin Kjarsvik (Leder AP1), Frank Thomas Mlingi, Reidun Vadla, Tora Bardal,
Tu Anh Vo, Luciana Alves Musialak og Dag Altin.

NTNU Fakultet for Naturvitenskap og Teknologi: Arne Kjgsnes og lurgi Imanol Salaverria-Zabalegui

Industripartnere: Tjalling Jager (DEBTox Research), Maren R. Gagnat og Tore Remman (CFEED AS) og
Nils Tokle og Rune Husby (Planktonic AS).

MSc studenter: Ole Martin Kulild (AP1), Rebecca Rye (AP1), Fahad Shabbir (AP1), Marte Solli Lindskog
(AP2), Saba Akbar (AP2), Sunniva Brevik Kveerng (AP2), Anna Sigrid Norberg Aase (AP2), Laura Garcia-
Calvo (AP2), Ann Isabel Carmo Rosvoll (AP2) and Heidi Hagen (AP2).

Referansegruppen som ble oppnevnt av FHF bestod av fglgende personer:
Ingrid Overrein (MOWI ASA / Tjeldbergodden Rensefisk AS), Claudia Wittwer (Arctic Cleanerfish AS) og
Kjersti Beate Rosland, (Rensefiskgruppen AS; frem til 1. Mai 2021).

Forsgkene ble utfert ved SINTEF/NTNU SeaLab innenfor rammene av den nasjonale
forskningsinfrastrukturen “Norsk Senter for Planktonteknologi” som er finansiert av Norges Forskningsrad
(#245937/F50) hvor SINTEF Ocean and NTNU er verter for infrastrukturen. Protokollene og utstyret som
ble brukt til befruktning og fertilisering av berggylt og rognkjeksegg i Arbeidspakke 1 ble utviklet av
SINTEF Ocean i Forskningsradsprosjektet PW-Exposed (#280511).
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2 Problemstilling og formal

De farste ukene i livet til en fiskelarve er avgjgrende for senere suksess. Problemer med varierende
eggkvalitet, hay og uforutsigbar dedelighet i larvefasen og darlig yngelkvalitet forblir en flaskehals i marine
klekkerier som hindrer en stabil tilfarsel av hgykvalitets juvenile larver for pavekst. STARTRENS-prosjektet
hadde som malsetning a skaffe ny kunnskap om egg- og larvekvalitet og tidligerneering for de to artene
rensefisk som det drives oppdrett pa i dag; rognkjeks og berggylt, som kan bidra til & skape vekst i
produksjonen av oppdrettet rensefisk og pa den maten ta av presset og behovet for fangst av rensefisk fra
naturlige bestander. Prosjektet var ventet & gi ny innsikt inn i ernaeringskrav hos de tidlige livsstadiene for
disse artene som kunne brukes av industrien til & optimalisere startforingsstrategier, koordinere kunnskap
om marin larveproduksjon, bidra til sterkere gkonomi og gkt produksjon for oppdretterne. Pa lang sikt skulle
prosjektet bidra til & gke velferd for rensefisk etter utsett i sjg ved & belyse viktigheten av hvordan god
tidligernaering kan bidra for & fa sunn og sterk fisk ut i merdene som lusespisere. Ved a inkludere utdanning,
undervisning og veiledning av mange studenter i prosjektet, har det bidratt til kunnskapsoverfagring og
utdanning av neste generasjons forskere og oppdrettere med ettertraktet kompetanse som vil bli en verdifull
ressurs for bade forskning og industri i arene som kommer.

Det overordnede malet med STARTRENS-prosjektet var a bidra til forbedret fiskevelferd og ytelse for
oppdrettet rensefisk. Malet var a skaffe ny kunnskap om hvordan man kan gjenkjenne og vurdere eggkvalitet
i berggylt- og rognkjeksegg og prave a etablere metoder for dette. Prosjektet skulle ogsa studere effekten av
ulik ernaering og fortyper i larvefasen med mal om a utvikle prosedyrer for optimalisert startféring av begge
artene. Alle forsgkene ble utfert under kontrollerte laboratoriebetingelser med bruk av moderne
analyseverktgy. For & oppna disse malene var det definert to delmal (DM):

o DM1 - Karakterisering av fysiologiske og biokjemiske mekanismer under embryonalutviklingen i
egg med hgy og lav levedyktighet, samt dokumentasjon av hvordan eggkvalitet pavirker
yngelproduksjon og funksjonalitet i larver og yngel (AP1)

o DM2 - Dokumentere forpreferanser og energikrav for rognkjeks- og berggyltyngel gjennom bruk
av ulike levendefor-organismer og kombinasjoner av disse under kontrollerte, eksperimentelle
forhold (AP2).

Forskningsspgrsmalene og malsettingene i STARTRENS-prosjektet ble adressert gjennom to arbeidspakker:

AP1 - Utvikle metodikk for kvalitetsvurdering av egg fra rognkjeks og berggylt.

Malet med denne arbeidspakken var a studere en rekke morfometriske og biometriske parametere hos egg
og larver og vurdere om disse parameterne kunne knyttes opp mot kvalitet. Ideen var & anskaffe praver av
egg fra bade villfangede og oppdrettede individer for a sikre et bredt genetisk og biologisk grunnlag for disse
vurderingene. Denne arbeidspakken hadde mal om & utvikle en screening-metodikk som kunne brukes til a
vurdere kvaliteten pa en egg-gruppe umiddelbart etter gyting ved a korrelere molekylare parametere til
morfologiske og fysiologiske trekk. Innhentede data fra bade egg og larver skulle til sist bli brukt til & utvikle
en "dynamic energy budget (DEB)-modell” for rognkjeks (Kapittel 3) og berggylt (Kapittel 4) som dekket
hele perioden fra befruktning, gjennom embryonalutviklingen og frem til fisken begynner a ta til seg ekstern
fade for & fa en bedre forstaelse av de fysiologiske prosessene artene gar gjennom i de tidlige larvestadiene.

AP2 — Utvikling av optimaliserte startféringsregimer for berggylt og rognkjekslarver

Denne arbeidspakken omfattet to startféringsforsgk med berggylt (Kapittel 5) og rognkjeks (Kapittel 6)
som begge ble avsluttet etter at larvene var ferdig med terrfortilvenning. Malet var & undersgke hvordan
fiskelarvene ble pavirket av alternative for sammenliknet med det som blir brukt av oppdrettere i dag,
hvordan forkvalitet og fororganismer pavirker ulike kvalitetsparametere i fiskelarvene, og til slutt, a
identifisere ngkkelfaktorer som kan bidra til & produsere sterkere og mer hardfere fiskelarver i et
oppdrettsmiljg. Data fra denne arbeidspakken ble kombinert med DEB-data fra AP1 og brukt til & utvikle en
bioenergetisk modell som dekker hele perioden fra egg-befruktning til tgrrfortilvenning.
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Metoder, resultater og vurdering av funnene fra dette prosjektet er beskrevet i de pafelgende kapitlene.
Grunnet den sveaert omfattende mengden data, metoder og resultater arbeidet har omfattet, og at deler av
arbeidet fortsatt er i ferd med a bli ferdigstilt i flere MSc-oppgaver, og/eller inngar i artikler som er under
publisering, har det ikke vart mulig & inkludere alt i denne rapporten. Mer detaljert informasjon vil bli &
finne i kommende vitenskapelige artikler og masteroppgaver som alle er listet i Kapittel 9 — Leveranser.
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3 Metodeutvikling for kvalitetsvurdering av Rognkjeksegg (AP1)

Den biokjemiske sammensetningen i fiskeegg reflekterer dietten til moren under kjgnnsmodningen, og bade
lipid- og fettsyresammensetning er kritiske faktorer for levedyktigheten til eggene hun produserer (Izquierdo
et al., 2001). Sarlig innholdet av flerumettede fettsyrer som dokosaheksaensyre (DHA) og
eikosapentaensyre (EPA) ser ut til & vere viktig for eggkvaliteten hos flere arter marin fisk (Pickova et al.,
1997; Furuita et al., 2000; Fuiman and Ojanguren, 2011). Hvordan lipidsammensetningen i eggene pavirker
yngelkvalitet og -utvikling er verdt a undersgke, bade for a identifisere mulige markarer for eggkvalitet, men
ogsa for & fa indikasjoner pa ernaringskravene til stamfisk av rognkjeks. I fiskeegg er lipider ikke bare
viktige som hovedkilden til energi for embryoet, men lipidsammensetningen pavirker ogsa flere fysiologiske
prosesser i embryonale membraner som hvor godt membranene taler stress som endringer i temperatur, trykk
og peroksidasjon av membranstrukturer (Parrish, 2013). Heterogeniteten til lipider og deres relasjon til
befruktning og fysiologiske mekanismer gjar de til attraktive biomarkgarer for & vurdere eggkvalitet.

Bruk av biomarkerer for & vurdere eggkvalitet i beinfisk utgjar en tidseffektiv forbedring sammenliknet med
tradisjonelle metoder slik som a studere utviklingen til fiskelarver i en eller flere kohorter i sanntid, hvilket
er bade tidkrevende og vanskelig (Bobe, 2015). Dette arbeidet er et farste steg mot & utvikle molekylaere
markgrer som kan brukes til & vurdere kvaliteten i en egg-gruppe og de pafalgende larvene hos rognkjeks.
Sa vidt vi vet er dette det farste forsgket pa & bruke lipidomics til dette formalet. Hovedmalet i dette forsgket
var a undersgke om fettsyresammensetning og lipidomics kan bli brukt til & forklare variasjoner i egg og
larvekvalitet hos rognkjeks.

3.1 Materialer og metode

Forsgk og analyser ble utfgrt ved SINTEF og NTNU Sealab i perioden september 2019 — november 2021.
Rognkjeksegg ble anskaffet fra 3 ulike kilder; villfangede hunner fra Namdal Rensefisk AS (heretter kalt
"NR") og Skjerneset fisk (heretter kalt "RK2), og egg fra stamfisk ble anskaffet fra en 1. generasjon med
stamfisk hos Nofima AS, Avd. Sunndalsgra, som var frembragt i FHF-prosjektet CleanLifeCycle (#901562).
Eggene fra Nofima kom fra tre ulike grupper med stamfisk som ble féret forskjellige eksperimentelle for
med varierende lipid- og karbohydratinnhold (heretter kalt "LS-BS-1", "LS-BS-2" and "LS-BS-3").
Informasjon om  forsammensetningen kan leses i CleanLifeCycle's faglige sluttrapport
(https://www.fhf.no/prosjekter/prosjektbasen/901562/). For & utelukke paternale effekter i forsgket ble det
brukt kryopreservert melke fra en enkelt rognkjekshann (levert av Cryogenetics AS) til & befrukte alle egg-
gruppene. Alle grupper med egg ble anskaffet ved a stryke morfisken samme dag som de ankom SINTEF
Seal.ab. En oversikt over de ulike gruppene er vist i Tabell 3-1.

Tabell 3-1: Oversikt over de ulike gruppene med rognkjeksegg som ble brukt i forsgket, inkludert
opprinnelse og kort beskrivelse av stamfiskfor.

Gruppe Antall Kilde For/forkarakteristikk
grupper

NR-#1-3 3 Namdal Rensefisk, villfanget Naturlig for

RK2-#1 1 Skjerneset Fisk, villfanget Naturlig for

LS-BS-1-1to LS-BS-1-3 3 Stamfisk fra Nofima, Tank 1 18.7% lipid, 7.6% karbohydrater

LS-BS-2-1 to LS-BS-2-6 6 Stamfisk fra Nofima, Tank 2 13.9% lipid, 13.5% karbohydrater

LS-BS-3-1 to LS-BS-3-4 4 Stamfisk fra Nofima, Tank 3 7.3% lipid, 18.00% karbohydrater



https://www.fhf.no/prosjekter/prosjektbasen/901562/

SINTEF

Befruktning og inkubering av rognkjekseqq:

Ubefruktede egg (50 mL) ble overfart til et begerglass for & bunnfelle (1 minutt) far overfladig vaeske ble
helt av og melke (1 mL) ble tilsatt. Lgsningen ble deretter omrart forsiktig i tre minutter far 50 mL med
filtrert sjgvann ble tilsatt og lgsningen ble rart om i ytterligere 2 minutter og deretter ble eggene plassert i en
form for & lage egg-kaker bestaende av ett-lags sirkler med 80-90 rognkjeksegg. Eggene fikk std i 15-20
minutter for & herde far de ble overfart til plastrgr med planktonduk (SEFAR NITEX) i topp og bunn med 7
— 12 replikater per egg-gruppe. Plastrgrene med egg ble overfort til en egenprodusert inkubator med
vanngjennomstrgmning, konstant temperatur (9-10 °C), et lysregime pa 12 timer lys og 12 timer marke
(12:12 L:D) hvor eggene fikk utvikle seg frem til klekking (29 — 30 dager etter befruktning). Forsgkeriggen
er vist i Figur 3-1. Befruktning ble estimert etter andel befruktede egg sammenliknet med totalt antall egg,
og klekkesuksess ble beregnet ut fra andelen egg som klekket sammenliknet med det totale antallet
befruktede egg.
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Figur 3-1: A: Formen brukt til & stape "egg-kaker" B: Plastrgret med planktduk i topp og bunn brukt til &
inkubere egg-kakene i individuelle klekkekammer. C: Eurobox med 112 individuelle plastrar, hver og en
med gjennomstrgm av sjgvann.

3.1.1 Prgvetaking, billedtaking og analyser

Gjennom forsgksperioden ble det undersgkt en rekke responsvariabler hos rognkjekseggene slik som
oksygenopptak (respirasjon), biometri, utviklingsstadium, totalt lipid, fettsyresammensetning, karbon- og
nitrogeninnhold, tarrvekt og forbeining. Ubefruktede egg ble benyttet for lipidanalyser (snap-fryst og lagret
pa -80 °C). For billedtaking ble det benyttet et makroobjektiv (Leica Z4, Leica Microsystems, Germany) og
et CMOS kamera (MC170HD, Leica Microsystems, Germany). Alle larver ble bedgvet med en overdose av
tricaine methane sulfonate (MS-222 Finquel®, Agent Chemical Laboratories Inc., USA) lgst i sjgvann for
prevetaking. Imagel software (Schneider et al., 2012) ble brukt til biometriske malinger av egg, og
biometriske analyser av larver ble utfart pa bakgrunn av et treningssett med manuell annotering av bilder og
automatiserte bildebehandlingsteknikker som Topological Structural Analysis (TSA) (Fitzgibbon and
Fisher, 1996), ellipse fitting (Zhang and Suen, 1984) and skeletonize (Fig. 3-2).
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Figur 3-2: Topp: Biometriske parameter som ble malt ved bruk av automatiserte analyser av standardiserte
bilder av rognkjekslarver fra siden og ovenfra pa dag 1 etter klekking. Midt til venstre: Tatt bilde. Midt til
hgyre: Utdata fra fil med automatisert analyse som viser gjenkjente omrader av interesse pa larven (ROI):
Grann: Kroppsareal; Brun: Plommesekkareal; Bla: @yeareal. Bunn venstre: Tatt bilde. Bunn hgyre: Utdata
fra automatisert analyse som viser gjenkjente omrader av interesse (ROI): Red: Kroppsareal. Lilla:
Plommesekkareal. BIa: Lipiddrapeareal.

Respirasjon og tarrvekt:

Respirasjon ble malt ved bruk av et MicroRespiration System (Unisense, Denmark) bestaende av to
oksygensensorer (OX-MR) koblet til et MicroSensor Multimeter og et MicroRespiration Rack (MR2-Rack)
utstyrt med en MicroRespiration Stirrer controller (MR2-Co). Alle malinger ble utfart ved 10°C pa enten (i)
5 egg eller (ii) en larve. Respirasjonsrater ble kalkulert med SensorTrace Rate software (application version
2.8.200.21688). Etter maling ble egg eller larver pipettert over i destillert vann for fjerning av saltvann og
deretter over i forhandsveide tinnkapsler for veiing og elementanalyser. Etter terking ved 60°C ble larvene
sendt til NC Technologies (Milan, Italia) for analyser av karbon- og nitrogeninnhold.

Lipidekstraksjon, totallipid, lipidomics og fettsyresammensetning:

Lipider ble ekstrahert i henhold til Folch-metoden (Folch, et al., 1957) og totallipid ble bestemt gravimetrisk
ved veiing av lipidekstrakt. Fettsyresammensetning ble bestemt ved transmetylering av fettsyrer til fettsyre
metylestere (FAMES) og GC-FID analyse. Lipidklasser ble analysert ved bruk av gasskromotografi som
beskrevet av Khroomrung et al. (2013), og praver for lipidomics ble analysert med en Agilent 1260 UPLC
kablet til en 4670 triple quadrupole mass spectrometer med en electrospray ion source. Data fra LC-MS/MS
analyser ble analysert ved bruk av Agilent MassHunter Quantitative Analysis software package.
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Forbeining:

Larver ble fiksert i 4% paraformaldehyde (PFA) i en phosphate buffered saltlgsning (pH 7.4,
Apotekproduksjon AS; Norway) og lagret ved 4 °C. Beinfarging ble utfert med Alizarin Red i henhold til
Kjarsvik et al. (2009), og etter farging ble larvene avbildet med bruk av et stereomikroskop (Leica MZ75,
Germany or Leica M205 C, Germany) utstyrt med et kamera (Zeiss Axiocam ERc 5S). Grad av forbeining i
ulike kroppsdeler ble bestemt i henhold til et klassifiseringsskjema for forbeining av Kjarsvik et al. (pers.
comm.). Forbeining av ryggrad ble klassifisert i henhold til grad av farging av segmenter med fglgende
kategorier (se Fig. 3-3): Transparent (T) = ingen farging av ryggvirvel; Partly (P)= farging dekker ikke hele
segmentet eller har mindre intens farge; Moderate (M) = farging dekker hele omrisset av ryggvirvelen med
mindre mettet farge enn for kompakte segmenter; Compact (C) = mettet farge som dekker hele segmentet,
Forbeining av sugekopp ble vurdert pa en skala fra 0 til 2: 0= ingen synlig forbeining; 1= svakt synlig farge
og noe forbeining; 2= forbeinet.

‘ I%-m !
e
Figur 3-3: Forbeiningsgradiet for ryggvirvler i en nylig klekket rognkjekslarve kategorisert til Compact (C),

Moderate (M), Partly (P) og Transparent (T). Klassifiseringen var basert pa fargemetning og dekningsgrad i
hvert segment av ryggvirviene.

Statistikk:

GraphPad ver. 9.0 ble brukt til 4 visualisere data og for & vise variasjonen i individuelle datasett, inkludert
variansanalyse (ANOVA). Dataanalyser og multivariat statistikk ble gjennomfart ved & bruke mixOmics R
package (Lé Cao, et al., 2009; Rohart, et al., 2017).

3.2 Resultater

Observasjoner og bilder av rognkjekseggene under embryonalutviklingen ble gjennomfgrt minst hver 2.-3.
dag. Ubefruktede egg inneholdt flere oljedraper (Fig. 3-4, bilde 1) som gradvis vokste sammen til en stor
drape (Fig. 3-4, bilde 5 og 6). Perivitellin-rommet var synlig en dag etter befruktning (Fig. 3-4, bilde 3), og
gastrulering ble observert pa dag 4 etter befruktning (Fig. 3-4, bilde 3). Begynnelsen pa formasjon av gyer
var svakt synlig pa dag 6 etter befruktning (Fig. 3-4, bilde 4) og gkte gradvis i starrelse frem til pigmentering
var noe synlig pa dag 12 etter befruktning (Fig. 3-4, bilde 7) og var fullt pigmentert pa dag 14 etter
befruktning (Fig. 3-4, bilde 8). Blodarer med rede blodceller var synlig rundt plommesekken ved dag 16
(Fig. 3-8, bilde 9), og hulvenen (vena cava) kunne observeres ved dag 19 etter befruktning (Fig. 3-8, bilde
10). De siste 10 dagene fer klekking ble embryoet gradvis starre, fikk gkt pigmentering pa kropp og ble
gradvis mer aktive frem mot klekking som inntraff pa dag 29 etter befruktning (Fig.3-4, bilde 15). Alle malte
parametere for rognkjekslarvene er oppsummert i Tabell 3-2. For resultater av beinfarging henviser vi til
MSc-oppgaven til Rye, R.Z. 2020 og Hansen et al. (in prep).
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Figur 3-4: Bilder av rognkjeksembryo tatt pa 15 forskjellige dager under embryonalutviklingen ("NR"-
gruppen) ved 9 °C. Nummerert fra venstre til hgyre, rad for rad og fra topp til bunn: 1: Ubefruktet egg 0 dpf
(17/10). 2: 1 dpf (18/10). 3: 4 dpf (20/10). 4: 6 dpf (22/10). 5: 7 dpf (23/10). 6: 9 dpf (25/10). 7: 12 dpf
(28/10). 8: 14 dpf (30/10). 9: 16 dpf (01/11). 10: 18 dpf (03/11). 11: 19 dpf (04/11). 12: 22 dpf (07/11). 13:
26 dpf (11/11). 14: 28 dpf (13/11) og 15: Klekket larve 30 dpf (15/11). Dpf= dager etter befruktning
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Totallipid oqg lipidklasser:

Ubefruktede egg fra villfangede hunner hadde i gjennomsnitt hgyere lipidinnhold enn egg fra stamfisk. Et
signifikant hgyere lipidinnhold ble funnet for gruppen RK2 sammenliknet med LS-BS-3 (p<0.05). Egg fra
stamfisk viste en gkende trend for hgyere lipidinnhold i sammenheng med hgyere lipidinnhold i
stamfiskféret, men forskjellen var ikke signifikant (Tab. 3-3). For lipidklasser ble det detektert steryl esters
(SE), triacylglycerides (TAG), cholesterol (CH), phosphatidylethanolamines (PE), and phosphatidylcholines
(PC) i eggene (Fig. 3-5), hvor eggene hovedsakelig bestod av TAGs som ogsa er vanlig i andre fiskeegg
(Wiegand, 1996). Egg fra villfanget fisk hadde hgyere innhold av TAG's enn egg fra stamfisk, og det ble
funnet en svak korrelasjon mellom innhold av TAG og lipidinnhold i foret til morfisken.

Tabell 3-3: Lipidinnhold (% av vatvekt) i de ulike gruppene med rognkjeksegg far befruktning.

Gruppe ID % Lipidinnhold
RK2-#1 3,65%
RK2-#2 3,30%
RK2-#3 4,88%
NR-#1 3,54%
NR-#2 2,99%
NR-#3 3,93%
LS-BS-1-1 3,38%
LS-BS-1-2 3,47%
LS-BS-1-3 3,14%
LS-BS-2-1 3,03%
LS-BS-2-2 3,40%
LS-BS-2-3 3,02%
LS-BS-2-4 3,25%
LS-BS-3-2 2,71%
LS-BS-3-3 2,44%
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Figur 3-5: Sammensetning av lipidklasser i ubefruktede rognkjeksegg bestemt av LC-CAD. Sgyler viser
gjennomsnittsverdier av de ulike lipidklassene for de ulike gruppene av rognkjeksegg og feillinjer viser £SD
av de tre replikatene (*kun to grupper for LS-BS-3).
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Fettsyresammensetning:

Alle prgver var dominert av flerumettede fettsyrer (41 %) etterfulgt av mettede (25,2 %) og enumettede (30,2
%) fettsyrer. Gjennomsnittlig omega-3 innhold var 34,6 %. Den mest dominerende fettsyren var oleic acid
(C18:1n9, 19.7%), etterfulgt av palmitic acid (C16:0, 18.0%), docosahexaenoic acid (C22:6n3, 17.9%), og
eicosapentaenoic acid (C20:5n3, 13.0 %) (Tab. 3-4).

Tabell 3-4: Fettsyreprofil for forskjellige grupper med ubefruktede rognkjeksegg. Resultater er vist som
gjennomsnittlig prosent av totalt FAME-innhold (%) + SD for replikater (n=3). Sat= mettede fettsyrer,
mono= enumettede fettsyrer, poly= flerumettede fettsyrer.

NR RK2 LS-BS-1 LS-BS-2 LS-BS-3
C14:0 1,97+0,13 1,61+0,45 1,29 0,07 1,26 0,07 0,92 +0,02
c14:1 0,12+0,03 0,11+0,01 0,09 + 0,01 0,08 + 0,01 0,06 + 0,00
C15:0 0,42 +0,08 0,36 +0,08 0,29 +0,01 0,26 + 0,01 0,20 + 0,00
C16:0 18,07 + 2,654 16,97 + 0,44 18,49 + 0,428 18,24 + 0,408 18,30 + 0,198
c16:1 2,14 + 0,008 1,800,077 2,88+ 0,258 2,91+ 0,008 2,80 +0,2348
C17:0 0,76 + 0,07 0,70 +0,18 0,41+0,04 0,38+0,03 0,27 +0,00
c17:1 0,38 +0,06 0,35+ 0,04 0,37 +0,02 0,37 +0,02 0,34 +0,02
C18:0 4,79 +0,52 4,66 + 0,31 4,76 +0,14 4,77+0,16 5,14 + 0,34
C18:1n9 18,81 + 2,318 17,63 +0,12A 19,12 +0,918 20,60 + 0,64° 23,25 + 0,84
c18:1n7 3,18 +0,23% 3,06 +0,774 4,32+0,22C 4,18 +0,388C 4,55+ 0,32
C18:2n6 1,20 £ 0,05 1,07+0,117 5,80 + 0,218 6,45 + 0,358 10,69 + 0,76
C18:3n6 0,15 +0,05 0,12+0,03 0,06 +0,02 0,07 +0,01 0.07 +0.01
C18:3m3 0,66 +0,17 0,60 +0,22 0,61+ 0,01 0,63+0,03 0,80 +0,05
C18:4n3 0,87 +0,14 0,88 +0,12 0,56 +0,03 0,53+0,03 0,41 +0,02
C20:0 0,06 +0,02 0,05 + 0,00 0,07 +0,01 0,08 +0,01 0,09 +0,02
C20:1 3,67 +0,68 2,89 + 0,398 2,76 + 0,158 2,47 £ 0,205 1,45+ 0,15°
C20:2n6 0,24 +0,03 0,20 +0,03 0,21+0,01 0,21+0,01 0,27 +0,06
c20:3n6 0,10+0,03 0,08 +0,01 0,12 +0,01 0,11+0,02 0,11+0,02
C20:4n6 0,64 +0,08 0,67 +0,08 0,79 +0,05 0,77 +0,02 0,68 + 0,01
C20:3n3 0,13+0,01 0,11+0,03 0,11+0,02 0,10 +0,00 0,09 +0,01
C20:4n3 0,93+0,21 0,97 0,20 0,91+0,04 0,90 +0,09 0,84 +0,11
C20:5n3 14,73+ 2,798 16,13 + 0,96 12,25 +0,52° 11,61 +0,34° 9,85 + 0,02°
C22:0 0,03 +0,01 0,07 +0,06 0,04 +0,00 0,04 +0,00 0,05 + 0,00
c22:1n11 0,67 +0,12 0,46 +0,13 0,65+ 0,04 0,54 +0,08 0,23+0,00
C22:1n9 0,39 +0,06 0,29 +0,06 0,15 +0,01 0,14 +0,01 0,10 +0,01
C22:2 0,25+ 0,04 0,26 +0,02 0,26 +0,01 0,26 +0,02 0,24 +0,01
c22:3 0,12+0,10 0,12+0,03 0,04 +0,01 0,04 +0,01 0,03 +0,00
C22:4 0,19+0,03 0,20 +0,02 0,25 +0,01 0,23+0,01 0,17 +0,01
C22:5n3 1,13+0,27 1,17+0,12 1,70£0,15 1,53+0,11 1,41£0,17
C24:0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00
C22:6n3 18,61 + 3,368 22,07 + 1,42A 16,98 + 0,46° 16,89 + 0,25° 13,73 +0,64°
C24:1n9 0,20 +0,03 0,19+0,10 0,21+0,03 0,22 +0,02 0,23+0,01
Sum sat 26,11+ 3,39 24,41+0,14 25,34+ 0,36 25,02+ 0,33 24,97 0,53
Summono | 29,55 + 3,248 26,78 + 0,59° 30,54 £ 1,148 31,51 % 0,635 33,00%1,21°
sum poly 39,94 £ 6,914 44,62 £ 0,19° 40,62 + 0,98"8 40,33 £ 0,55°8 39,36 % 0,58"
Sum omega 3 | 37,06 + 6,618 41,92 % 0,08" 33,10+ 1,05° 32,19+ 0,46° 27,12+ 0,30°
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Lipidomics:

Pa grunn av de overveldende mengdene data som ble generert i LC-MS/MS analysen (hundrevis av signaler
per prave) vil vi ikke vise individuelle verdier her og ma henvise til multivariat statistikk og PCA-plott
(Hansen et al., in press). Basert pa fettsyresammensetning ble egg-gruppene adskilt i henhold til om de kom
fra stamfisk eller fra villfangede individer, men ogsa basert pa foret til morfisken. Videre analyse viste at
bade vekt og lengde pa morfisken hadde sterke korrelasjoner til innhold av TAGs i egget, hvilket viser at
starre hunnfisk allokerer et stgrre energilager av TAGs i eggene deres, i tillegg til at de produserer stgrre
egg. Videre viste analysene at det var en sterk korrelasjon mellom innhold av fosfatidylcholiner (PC) og
bade befruktningsrater og klekkesuksess, og dette indikerer at denne lipidgruppen har en viktig funksjon i
utviklingen av embryo hos beinfisk. PCs har ogsa blitt vist & fungere som bade et energilager og a veere
hovedkilden til strukturelle lipider i fiskeegg (Cejas et al., 2004; Rainuzzo et al., 1997; Wiegand, 1996), sa
det er ikke overraskende at disse lipidklassene korrelerer med klekkesuksess og befruktningssuksess.

3.3 Diskusjon, konklusjon og anbefalinger

Vare data viser at lipidprofilen til rognkjeksegg henger tett sammen med bade sterrelsen pa hunnfisken,
klekkesuksess og befruktningsrater. Vi mener at disse data kan brukes til a lage en liste over lipider som kan
brukes som indikatorer for & forutsi levedyktigheten til rognkjeksembryo.

For lipidanalysene har vi kommet frem til tre konklusjoner. Farst og fremst viste lipidprofilen at denne kunne
separere egg-grupper basert pa foringshistorikk. Observasjoner av at eggene grupperte seg i henhold til
parametere som gir mening i en biologisk sammenheng bygger opp om gyldigheten av resultatene. For det
andre var lipidomics-profilene indikative for kvalitetsparametere, hvor starrelsen av morfisken og eggenes
levedyktighet kunne korreleres til lipidprofilen. For akkurat stgrrelsen pa hunnfisken fant vi hovedsakelig
korrelasjoner nar vi ogsa inkluderte villfangede individer i analysen. Dette er ikke overraskende siden vi vet
at lipidinnholdet i eggene fra villfangede individer vil variere avhengig av hva den spiser, geografisk
utbredelse og sesong, og eggene vil reflektere dette. Sist, men ikke minst, viser vare data at falgende
lipidkomponenter, som tilhgrer klasser av fosfolipider som begge er viktige komponenter i biologiske
membraner, kan vare viktig for embryonalutviklingen hos rognkjeks og kan brukes som molekyleere
markarer for eggkvalitet med hensyn til & forutsi befruktningsrater og klekkesuksess: fosfatidylcholiner 33:1,
34:1, 40:1, 40:6, og 41:6, og fosfatidyletanolaminer 34:1, 36:1, 38:2, og 40:1.

Videre arbeid bgr fokusere pa identifisering av sammensetning av disse lipidene, teste om de faktisk kan
brukes som indikatorer for & skille gode fra darlige grupper med rognkjeksegg, og utdype de molekylere
mekanismene disse lipidene har i embryonalutviklingen.
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4 Metodeutvikling for kvalitetsvurdering av berggyltegg (AP1)

Det er begrenset kunnskap om hvordan eggkvalitet hos berggylt pavirker befruktning og klekking, samt
utvikling og overlevelse hos larvene, og det finnes per i dag ingen etablerte metoder for & male eggkvalitet.
Berggyltegg er sma og sfariske, og har et klebrig lag (limlaget) som omslutter egget og hjelper egget til a
feste seg til ulike overflater. Det eneste detaljerte studiet som omtaler embryonalutvikling hos berggylt, er
en brief communication av D'Arcy et al. (2012). Her identifiserer og beskriver de atte embryonalstadier ved
a bruke morfologiske ngkkeltrekk i henhold til standardisert nomenklatur (la, Ib, 11, I1I, IV, V, VI and VI+)
pa egg som ble inkubert ved 12.2 °C. | dette studiet klekket eggene 123 timer etter befruktning, hvilket
tilsvarer 62,5 dggngrader (d°). Beskrivelsen av de ulike morfologiske utviklingstrekkene er vist i Tabell 4-
1.

Tabell 4-1: Morfologiske trekk i embryonalutviklingen hos berggylt ved 12,2 °C (D’Arcy et al., 2012).

Stage | Stage name Stage Time (h) Circum- Morphological features
description ference (°)
la Zygote Fertilization 0-4 Sticky gelatinous layer with a gap at the micropyle; egg diameter 885 um
and zygote excluding this layer; perivitelline space 12-25 pm at vegetal pole and 80
um at animal pole; single cell c. 700 um wide and 235 pum high at animal
pole
Ib Cleavage Early and late | 4-20.6 First division 3:5-4 h.
morula
1l Blastula Early and late | 20.6-29 An oblong ball of cells four to five layers of cells deep (280 um high).
blastula After further divisions with cells becoming ever smaller, the blastoderm

eventually flattens and envelops the yolk to c. one-third way around the
yolk. Yolk syncytial layer forms YSL). Qil droplets are evenly dispersed
throughout the yolk

1l Gastrula Pre-early 29-35 Germ-ring begins outward migration toward the vegetal pole.

gastrula

Early gastrula Blastoderm flattens. Germ-ring clearly visible

Mid-gastrula Germ-ring is well defined and steadily envelops yolk.

Late gastrula Blastoderm covers three quarters yolk; embryonic body becomes clearly
visible; the enveloping layer expands uniformly over the yolk until this
point.

Early neurala 180 Head distinguishable. Oil droplets migrating toward vegetal pole; yolk

plug exposed; rudimentary brain. Beak-like mass of cells anterior to head.
Kupffer’s vesicle (KV) appears.

Late neurala 200 Rudimentary eye vesicle; beak-like mass of cells is still visible; KV
enlarge somewhat; blastopore at the vegetal pole starts to close.

v Segmentation 33-66 220 Two to four somites; eye vesicle slightly more defined.
(220-360°)

290 Oil droplets migrate closer together; melanophores appear as
pigmentation begins; eyes more distinct; eight to 10 somites; KV large;
otolith vesicle; beak-like mass of cells disappears from anterior of head.
Flat body cavity posterio-ventral to the brain

appears which contains the heart.

310 Oil droplets migrate closer together; KV starts to shrink; 16-18 somites;
brain has become more distinct; body cavity expands to accommodate the
heart which is tubular.

330-340 Somites number 24-26, some of which become chevron shaped; tail still
entirely attached; KV reduces; brain distinctly yellow; otolith vesicle
enlarges; lens and cornea evident.

\Y Segmentation 66-82 360-370 Pigmentation denser; 30-32 somites; KV disappears; cornea and lens
(360-435°) distinct; tail begins separation from yolk; beginning of membranes on
caudal fin; heart grows.

380-410 Oil droplets coalesce; 36—38 somites with an increasing number being
chevron shaped; heartbeat 82 beats min~!; membrane on tail is more
pronounced.

VI Segmentation 82-98 410-435 40-44 Somites; tail reached anterior of eyes; tail membrane larger;
(435-510°) pectoral fin protruding; heartbeat 87 beats min~!; pigmentation denser.

435-480 Melanophores increase in number and location around the body; 46-48
somites; heartbeat steady at 94 beats min'.

VI+ Hatching 98-123 480-510 Oil droplet less conspicuous; 46—-48 somites; heartbeat 93 beats min!;
(510°) otolith within vesicle are clearly visible; cornea and lens well developed
yet eyes without pigmentation.

510 Pigments very dark and dense; 46-48 somites; heartbeat 98 beats min—1.
Hatch head-first and swim using short bursts near the surface.
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Lipider er den tetteste formen av energi i marine gkosystemer og de kan brukes til 8 male tilfarsel, sirkulering
og tap av materialer. | fiskeegg pavirker lipidsammensetningen membraners evne til & handtere stress slik
som endringer i temperatur, trykk og peroksidasjon (Parrish, 2013). Heterogeniteten i lipider og deres
relasjon til stress gjer de til attraktive biomarkgrer for & vurdere og forutsi eggkvalitet. Lipidomics, som er
en kvalitativ og kvantitativ undersgkelse av en organismes lipidprofil, har blitt brukt til forskning pa helse
hos mennesker i over et tiar, med varierende grad av suksess. Et eksempel er en studie hvor det ble laget
profiler av 3779 personer og funnet at 32 lipidkomponenter var signifikant forbundet med kardiovaskulere
sykdommer og dad relatert til hjertesykdom hos pasienter med type 2 diabetes (Alshehry et al., 2016). Innen
marinbiologi viste en studie pa oppdrettet Larimichthys polyactis og Lateolabrax japonicus i etterkant av en
tropisk storm at lipidprofilene ble signifikant endret i lgpet av stormen og indikerte at lipider kan brukes til
a forutsi stresstoleranse hos fisk under ukontrollert miljgstress (Yan et al., 2012). Fiskers lipidprofil er
hovedsakelig bestemt av dietten, og sammensetningen i eggene er tett knyttet opp til den maternale dietten
og energilagre under kjgnnsmodningen. Dokosaheksaensyre (DHA) og eikosapentaensyre (EPA) er ansett
som de viktigste essensielle fettsyrene (Fuiman and Perez, 2015; Izquierdo et al., 2001; Pickova et al., 1997),
og spesielt DHA ser ut til a spille en viktig rolle i utviklingen og overlevelsen hos marine fiskeembryo.

4.1 Materialer og metode

Forsgkene ble utfart ved SINTEF og NTNU Sealab i perioden september — desember 2019. Forskjellige
nylig gytte grupper med egg ble sendt fra MOWI ASA til SINTEF ved to anledninger. Den farste
forsendelsen inneholdt egg fra et gytekar (heretter kalt "BG-1") samlet inn hos MOWI Rensefisk avd. Stord,
og den andre forsendelsen inneholdt egg fra fem ulike gytekar hvor tre av disse ble levert av MOWI
Rensefisk avd. @ygarden (heretter kalt "Stord1", "Stord2", "NOV-A", "NOV-B" and "NOV-C"). Idéen var
a bruke egg fra fisk med sa ulik bakgrunn som mulig for & oppna sterst mulig variasjon i testmaterialet for
pa den maten & identifisere ulikheter i eggenes biokjemiske sammensetning som kunne relateres til
eggkvalitet. Informasjon om opprinnelse, egg-grupper og stamfisk er vist i Tabell 4-2. Eggene ble gytt og
befruktet naturlig over natten pa gytematter plassert i gytekar kvelden far eggene ble samlet inn og sendit.
Stamfisken ble holdt pd 11-11.5 °C og et 12:12 lys:mgrke lysregime. P& morgenen far forsendelsen ble
eggene skrapet av gytemattene og plassert i doble plastposer (13 L) med oksygenert sjgvann og transportert
i en isoporboks for levering samme dag til SealLab (Fig. 4-1). Berggylt gyter vanligvis omtrent 3 timer etter
at lysene blir slatt av for natten, men siden eksakt tidspunkt for gyting er vanskelig & forutsi ble alle eggene
bestemt til & veere 1 dag etter befruktning ved ankomst (1 dpf).

Tabell 4-2: Informasjon om bakgrunnen for de seks gruppene med berggyltegg som ble levert til SINTEF
Ocean, samt temperatur og oksygeninnhold i posene ved ankomst Seal.ab. "Rekrutter" viser til stamfisk som
er farstegenerasjon av fisk produsert i fangenskap.

Gruppe | Ankomst Kilde Temp, | Oksygen | Informasjon

ID (°C) (mg/L)

BG-1 10.09.2019 | MOWI Stord 14,5 NA Villfangede hanner, og hunner fra
2016/17 foret med spesialfor

Stordl | 12.11.2019 | MOWI Stord 129 | 237 Villfanget i fra 2017

Stord2 | 12.11.2019 | MOWI Stord 10,8 | 225 Villfanget i fra 2017

NOV-A |12.11.2019 | MOWI @ygarden | 11,0 17,5 Villfanget i fra 2016 og 2017

NOV-B | 12.11.2019 | MOWI @ygarden | 11,8 14,2 Villfanget i fra 2018

NOV-C | 12.11.2019 | MOWI @ygarden | 10,3 14,9 Rekrutter (hunner) fra 2014 og
villfangede hanner i fra 2018

Inkubering av berggylteqgq:

Ved ankomst ble posene, uten & apnes farst, lagt i en tank for temperaturakklimatisering (9.5 °C) i 2-4 timer.
Deretter ble innholdet overfart til en bgtte hvor det ble forsgkt a fjerne sa mye rester som mulig (hovedsakelig
plastfragmenter fra gytemattene de ble skrapet av fra) for eggene ble lagt i Eurobokser
(https://www.rslonline.no/kasser-containere-paller-mm/eurokasser-tette). Det var ikke mulig a fjerne alt av
plastmaterialet som satt fast i limlaget (bildet til hgyre i Fig. 4-1). Eggene malte omtrent 1.1 mm i diameter
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(@) inkludert limlaget, og 0.92 mm uten limlaget, i trad med hva som ble rapportert av Ottesen et al. (2012).
Eggforsendelsene inneholdt egg av ulik utviklingsgrad, fra mid-blastulation til gastrulation (stage 2-3, Tab.
4-1). Vi observerte hgy dgdelighet for egg ved ankomst (40 — 70 % i snitt for alle forsendelser).

Figur 4-1: Bilder av transportbeholdere og aksjoner etter mottak. Topp venstre: Mottak av egg; under
venstre: Innholdet i posene ble forsiktig overfort til en batte; midt: Inkubering av egg i lgpet av den farste
natten etter ankomst i en Eurobox med konstant vanngjennomstremning; hgyre: Berggyltegg etter forsiktig
fjerning av rester og fibre.

Mindre grupper av egg (~200) ble overfart til inkubatorer bestaende av plastrer med planktonduk (120 um
lysapning, SEFAR NITEX) i topp og bunn med 8 — 16 replikater per egg-gruppe. Plastrgrene med egg ble
til slutt overfart til en egenprodusert inkubator med vanngjennomstrgmning, konstant temperatur (9-10 °C),
et lysregime pa 12 timer lys og 12 timer marke (12:12 L:D) hvor eggene fikk utvikle seg frem til klekking.
Forsgksriggen er vist i Figur 4-2. Det var umulig & skille mellom befruktede, ubefruktede og dede egg i det
eggene ble introdusert til inkubatoren fordi de var klumpet sammen, men eggene ble avbildet ved flere
tidspunkt under inkubasjonsperioden i et forsgk pa a fa estimater pa overlevelse og klekkesuksess.

Fig-2: Inkuberingav berggyltegg. Venstre: Multi-inkubator med til sammen 112 individuelle kammer.
Midt: Rar med planktonduk for & holde eggene pa plass. Hayre: Bilde av egg etter to dager med inkubering.
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4.1.1 Prgvetaking, billedtaking og analyser

Prever ble tatt av en rekke endepunkter, inkludert respirasjon, biometri, utviklingsstadier, lipidomics,
karbon- og nitrogeninnhold, tgrrvekt og bruskutvikling. Tabell 4-3 viser oversikt over hvilke prgver som ble
tatt pa de ulike dagene gjennom embryonalutviklingen.

Tabell 4-3: Oversikt over prgvetakingstidspunkt for de ulike gruppene med berggyltegg gjennom
forsgksperioden. DPF= dager etter befruktning; R=respirasjon; M=mikroskopi/biometri; L=lipidomics;
C=karbon/nitrogen; W= tarrvekt, B=bein/bruskfarging.

DPF Dato BG-1 Dato Stordl Stord?2 NOV-A NOV-B NOV-C
1 10.09 LMRCW 12.11. M M M M M
2 11.09 M 13.11. LMRCW LMRCW LMRCW LMRCW LMRCW
3 12.09 MRCW 14.11. M M M M M
4 13.09 15.11. MRCW MRCW MRCW MRCW MRCW
5 14.09 M 16.11. M M M M M
6 15.09 MRCW 17.11.
7 16.09 MRCW 18.11. MRCW MRCW MRCW MRCW MRCW
8 17.09 MRCW 19.11. M M M M M
9 18.09 MRCW 20.11. MRCW MRCW MRCW MRCW MRCW
10 19.09 MRCW 21.11. M M M M M
11 20.09 M 22.11. MRCW MRCW MRCW MRCW MRCW
12 21.09 M 23.11.
13 22.09 M 24.11. M M M M M
14 23.09 MRCW 25.11. MRCW MRCW MRCW MRCW MRCW
15 24.09 26.11. M M M M M
16 25.09 MRCW 27.11. MRCW MRCW MRCW MRCW MRCW

Mikroskopering og avbildning av eqq og larver:

Egg og larver ble immobilisert enkeltvis i en petriskal fylt med 3 % metylcellulose fgr avbildning/filming.
Bilder ble tatt med et mikroskop (Eclipse 80i, Nikon Inc., Japan) utstyrt med Nikon PlanApo objektiv (2x
for hele larver og 10x narbilder og video), en 0.5x video adaptor og et CMOS kamera (MC170HD, Leica
Microsystems, Germany). ImageJ ble brukt til & male egg diameter, chorion-diameter og plommesekk hos
embryo (se eksempler i Fig. 4-3) Standardiserte bilder av larver ble brukt til biometriske analyser av
standardlengde, kroppsareal, plommesekkareal, myotomhgyde, gyeareal og gye-til-panne-distanse. De
biometriske analysene ble gjennomfart automatisk ved bruk av Mask R-CNN nevral nettverk arkitektur (He
et al., 2017) og maskinlaring trent pa manuelt annoterte bilder berggyltlarver ved ulike dager etter klekking.
Det nevrale nettverket produserte utdata for kropp, gye og plommesekk, mens det for malinger av areal og
lengde ble benyttet automatiske bildebehandlingsteknikker som Topological Structural Analysis (TSA)
(Suzuki, 1985), ellipse fitting (Fitzgibbon and Fisher, 1996) og skeletonize (Zhang and Suen, 1984).
Representative bilder av larver med uthevet sporing av distanse/areal er vist i Figur 4-4.

& : . _ : 2 ’
Figur 4-3: Biometriske malinger av egg ved bruk av ImageJ. Gule linjer representerer parameter som ble
malt. Fra venstre til hgyre: Total egg diameter, chorion diameter (uten limlag), inste diameter av

plommesekk, lengste diameter av plommesekk.
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Figur 4-4: Automatiserte biometriske analyser av berggyltlarver. @verst: Hvit linje viser detektert omriss av
hele kroppen. Grgnn linje viser omriss av plommesekk, og bla linje viser omriss av gyet. Den gule linjen
representerer myotomhgyden, den oransje viser standardlengde, og red linje viser larvens totale lengde
justert for kurving bak hodet. Bunn venstre: Bilde tatt. Bunn hgyre: Utdata fra de automatiserte analysene
som viser detekterte omrader av interesse (“regions of interest”; ROI): Red=Kroppsareal, Grgnn=
Plommesekkareal, Bla= @yeareal

Respirasjon og tgrrvekt.

Respirasjon ble malt ved bruk av et MicroRespiration System (Unisense, Denmark) bestdende av to
oksygensensorer (OX-MR) koblet til et MicroSensor Multimeter og et MicroRespiration Rack (MR2-Rack)
utstyrt med en MicroRespiration Stirrer controller (MR2-Co). Alle malinger ble utfart ved 10°C pa 5-6 egg
eller larver. Respirasjonsrater ble kalkulert med SensorTrace Rate software (application version
2.8.200.21688). Etter maling ble egg eller larver pipettert over i destillert vann for fjerning av saltvann og
deretter over i forhandsveide tinnkapsler for veiing og elementanalyser. Larver ble farst lagt i en pH-bufret
Izsning med overdosert MS222 (tricaine methanesulfonate) og sjgvann (500 mg L™). Etter tarking ved 60°C
ble egg og larver analysert for karbon- og nitrogeninnhold.

Lipidekstraksjon, totallipid, lipidomics og fettsyresammensetning:

Levedyktige egg ble separert fra dade egg under et dissekeringsmikroskop og samlet inn. Fra BG-1-gruppen
ble det brukt 50 egg i hver pragve, og totalt 12 praver ble tatt. For de gvrige gruppene ble det brukt 100 egg i
hver preve, og totalt 6 praver per gruppe. Eggene ble lagret pa -80 °C. Lipider ble ekstrahert i henhold til
Folch-metoden (Folch, et al., 1957) og totallipid ble bestemt gravimetrisk ved veiing av lipidekstrakt etter
tarking. Fettsyresammensetning ble bestemt ved transmetylering av fettsyrer til fettsyre metylestere
(FAMEs) og GC-FID analyse. Lipidklasser ble analysert ved bruk av gasskromotografi som beskrevet av
Khroomrung et al. (2013), og prever for lipidomics ble analysert med en Agilent 1260 UPLC koblet til en
4670 triple quadrupole mass spectrometer med en electrospray ion source. Data fra LC-MS/MS analyser ble
analysert ved bruk av Agilent MassHunter Quantitative Analysis software package

Forbruskning:

Bruskfarging av larver ble gjennomfart pa dag 10 og 15 etter befruktning. For maling av kjeveutvikling og
deformiteter ble det kun brukt larver fra den siste dagen. Bruskfarging ble gjennomfart ved bruk av Alcian
Blue med en prosedyre tilpasset fra Gavaia et al. (2000), og etter farging ble larvene avbildet med bruk av et
dissekeringsmikroskop (Leica MZ75, Germany or Leica M205 C, Germany) utstyrt med et kamera (Zeiss
Axiocam ERc 5S). Hodelengde (HL) ble malt fra overleppen til den bakre delen av gjellelokket (operkulum),
og kjevelengde (JL) ble malt som lengden av tannbeinet. (Fig. 4-5), med en prosedyre tilpasset berggylt etter
Hansen et al (2019). P& grunn av darlig farging og stor variasjon i utviklingsstadier mellom larvegrupper ble
HL og JL brukt til & bestemme hovedutviklingsstadiet for hver gruppe (Fig. 4-6)
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Figur 4-5: Craniofacial endpoint malinger for berggyltlarver 15-16 dager etter befruktning farget med
Alcian blue: Hodelengde (HL), kjevelengde (JL) og Kjeve-til-@ye-lengde (JtE).

NOVC15dpf —same

NOVA 15dpf

D1: Ingen kjeveartikulasjon, lite
utviklet kjeve

D2: Noe kjeveartikulasjon,
nedre og gvre kjeve noe utviklet

D3: Kjeven er tydelig artikulert
og nedre og gvre kjeve er tydelig
farget.

Figur 4-6: Karakterisering av tre forskjellige utviklingsstadier observert hos berggyltlarver farget med
Alcian blue 15 dager etter befruktning, basert pa kjeveutvikling og bruskfarging.
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Statistikk:

Tester for normalfordeling av data ble gjennomfart med Shapiro-Wilk tester. Data for JL og HL var ikke
normalfordelt, og forskjeller mellom grupper ble testet med Kruskal-Wallis test. Forholdet mellom JL/HL
var normalfordelt, og en Welch's test ble brukt her. En “binomial distribution confidence intervals
comparison” ble brukt for & teste mulige forskjeller i utvikling mellom grupper. GraphPad ver. 9.0 ble brukt
til & visualisere data og for & vise variasjonen i individuelle datasett, inkludert variansanalyse (ANOVA).
Dataanalyser og multivariat statistikk ble gjennomfert ved & bruke mixOmics R package (Lé Cao, et al.,
2009; Rohart, et al., 2017).

4.2 Resultater

Malet med dette arbeidet var 4 etablere to datasett fra tidlige livsstadier hos berggylt; ett sett med tradisjonelle
eggkvalitetsparametere, og ett sett med lipidomics-profiler for nylig befruktede egg. For & identifisere vitale
lipidkomponenter som kan benyttes som markgrer for & forutsi eggkvalitet ble det brukt multivariate
statistiske analyser mellom begge datasett. En serie parametere ble vurdert som kvalitetsparametere for de
ulike egg-gruppene, som inkluderte respirasjonsrater for egg, karbon- og nitrogeninnhold, diameter og
volum, og endringer av alle disse over tid. Store endringer i disse parameterne kan indikere rask utnyttelse
av plommesekk og raskere utvikling og vekst hos larvene. | det falgende er disse kvalitetsparameterne som
ble malt beskrevet naermere.

Embryo- og larveutvikling og biometri:

Det ble tatt bilder av et utvalg egg fra alle grupper med berggyltegg ved ankomst som ble brukt til & estimere
overlevelse, men pa grunn av de store mengdene med partikler som satt fast i limlaget, og at eggene klumpet
seg sammen, var det ikke mulig & fa noen gode estimater pa befruktningsrater og klekkesuksess. Ved
ankomst var embryoene i utviklingsstadier som tilsvarte en alder pa omtrent 29 — 35 timer etter befruktning.
Tabell 4-4 viser bilder fra ulike pravedager med beskrivelser av utviklingsstadiene i henhold til D'Arcy et al
(2012). Klekking inntraff 7-8 dager etter befruktning (DPF) ved 8,5 - 9 °C, som er i trdd med funn i Ottesen
et al. (2012) som rapporterte at berggyltegg klekker etter omtrent 72 d°.

Eggdiameter og -volum ble registrert pa dag 1 etter befruktning, med og uten limlaget, som vist i Figur 4-6.
Det ble ikke funnet noen signifikante forskjeller mellom de 6 gruppene med egg som ble undersgkt, og det
var heller ingen signifikante endringer i verken volum eller diameter under embryonalutviklingen. Det ble
derimot observert at limlaget ble redusert over tid frem mot klekking, men bare i noen grupper (Fig. 4-7).
Limlaget pa berggylteggene var omtrent 0,1 mm tykt (Fig. 4-8A) og utgjorde 1/3 av eggvolumet (Fig. 4-7B)
Det ble ikke funnet noen signifikante forskjeller mellom gruppene for limlagets tykkelse og volum ved
ankomst 1 dag etter befruktning.
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Tabell 4-4: Beskrivelse av utviklingsstadier og bilder av berggylt under embryonalutviklingen ved 8,5-9 °C

D

Utviklingsstadium
etter D'Arcy et al
2012

Stadie

Beskrivelse

)
F
1

Mid-gastrula

Late gastrula

Germ-ring is well defined, epiboly
about 50% around the yolk.

Epiboly about 75% around the yolk;
embryonic body were clearly visible

Bilde (SINTEF)

Vi

Segmentation

Two to four somites observed; eye
vesicle was slightly defined.

Yolk oil droplets migrate closer
together; melanophores appear as
pigmentation began; eyes more
distinct; 8 to 10 somites; KV large;
otolith vesicle. The heart cavity
posterio-ventral to the brain appeared.

Embryo encircles yolk approx. 1,2
times. Pigmentation clearly visible.

Embryo encircles yolk approx. 1.5
times. Pigmentation increases. Talil
detached from yolk.

Vi+

Hatching

Embryo more pigmented, very active.
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Figur 4-6: Biometriske malinger av berggyltegg fra 6 ulike grupper (jf. Tab. 4-1). Malinger ble gjort pa dag
1 etter befruktning. Det ble ikke funnet noen signifikante forskjeller mellom gruppene. Plottene angir
median, 5-96% konfidensintervall og min/max-verdier (N=6).

! e e -

B -

Figur 4-7: Bilder av berggyltegg fra Gruppen BG-1 tatt 7 dager etter befruktning, like far klekking. Bildene
viser ett egg med (A) normalt limlag og egg som gradvis har fatt et mindre limlag under inkuberingsperioden
(B og C).
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Figur 4-8: Limlagtykkelse (A) og -volum (B) for seks ulike grupper av berggyltegg 1 dag etter befruktning.
Plottene angir median, 5-96% konfidensintervall og min/max-verdier (N=6).

Berggyltlarvene begynte a bevege seg raskt inni egget like far klekking, og frigjorde seg selv ved raske
halebevegelser. En dag etter klekking (Fig. 4-9) var larvene gjennomsiktige, oppholdt seg naert
vannoverflaten og hadde lite bevegelse. Kroppen var svakt pigmentert, mens gyet og linsen manglet
pigmentering og var trolig ikke funksjonell (Ottesen et al., 2012). Plommesekken utgjorde mellom 25-30 %
av kroppsarealet ved klekking.

Eye

Figur 4-9: Berggyltlarve 1 dag etter klekking. Beskrivelser av kroppsdeler og organer etterIOttesen et al

Opticcapsule 0 hord

|

(2012). Foto: SINTEF

Yolk sac Preanal fin fold

Myotome

-

Dorsal part of fin fold

Urinary bladder

Postanal part
of fin fold

Ved dag 3 etter klekking (Fig. 4-10) ble larvene mer aktive og bade kroppen og gynene ble gradvis mer
pigmenterte. Plommesekken ble gradvis absorbert (jf. Fig. 4-13) og kjeveapningen ble synlig farst ved dag
10 (Fig. 4-101). Pa dette tidspunktet var mesteparten av plommesekken absorbert. Utviklingen gikk saktere
i dette forsgket enn hva SINTEF har erfart tidligere og i henhold til beskrivelser av Ottensen et al. (2012),
men dette var trolig en effekt av at temperaturen var lav. De nyklekte larvene var i gjennomsnitt 3,4 mm
lange (SL). De lengste larvene ble funnet for BG-1 gruppen, men denne gruppen hadde ogsa hagyest variasjon

(Fig. 4-11)
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Figur 4-10: Berggyltlarver fra BG-1 gruppen avbildet pa dag 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E), 6 (F), 7 (G),
8 (H) and 10 (I) dager etter klekking.

A: Standard Length (8 dpf) B: Standard length (all)
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Figur 4-11: (A) Standardlengde av berggyltlarver ved dag 8 etter befruktning (tilsvarer 1 dag etter klekking
(dph) for NOV-A, NOV-B, NOV-C, Stordl og Stord2, og 2 dph for BG-1). Plottet angir median, 5-96%
konfidensintervall og min/max-verdier (N=24-30). Signifikante forskjeller er vist med bokstaver (p<0.05).
(B) Standardlengde gjennom plommesekkfasen for alle grupper samlet. En ikke-lineger kurve er gitt (one-
phase association, R?=0.62, N=519).

10 L L] T L] L T
BG-1 NOV-A NOV-B NOV-C Stord1 Stord2

Likt som for SL, var kroppsareal ogsa hayere i BG-1-gruppen sammenliknet med alle andre grupper, og
forskjellen var ogsa signifikant sammenliknet med NOV-B (p<0.01), Stordl (p<0.0001) og Stord2
(p<0.0001) (Fig. 4-12A). Kroppsarealet gkte noe over de farste dagene av plommesekkfasen, men flatet
senere ut (Fig. 4-12B). Sett bort i fra NOV-B-gruppen var det ingen forskjeller i plommesekkareal mellom
gruppene. NOV-B hadde signifikant mindre plommesekk enn alle gvrige grupper (Fig.4-13A).
Plommesekken var nesten fullstendig absorbert ved dag 16 etter befruktning i alle grupper. @yearealet gkte
i lgpet av plommesekkfasen. Det ble observert at larver i NOV-C-gruppen hadde signifikant mindre gyne
enn BG-1 (p<0.01) og NOV-A (p<0.001) gruppene, mens det ikke var noen forskjell sammenliknet med de
gvrige gruppene.
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Figur 4-12: (A) Kroppsareal for berggyltlarver ved dag 8 etter befruktning (tilsvarer 1 dag etter klekking
(dph) for NOV-A, NOV-B, NOV-C, Stordl og Stord2, og 2 dph for BG-1). Plottet angir median, 5-95%
konfidensintervall og min/max-verdier (N=24-30). Signifikante forskjeller er vist med bokstaver (p<0.05).
(B) Standardlengde gjennom plommesekkfasen for alle grupper samlet. En ikke-linear kurve er gitt (one-

phase association, R?=0.33, N=517).
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Figur 4-13: (A) Plommesekkareal for berggyltlarver ved dag 8 etter befruktning (tilsvarer 1 dag etter
klekking (dph) for NOV-A, NOV-B, NOV-C, Stordl og Stord2, og 2 dph for BG-1). Plottet angir median,
5-95% konfidensintervall og min/max-verdier (N=24-30). Signifikante forskjeller er vist med bokstaver
(p<0.05). (B) Plommesekkareal gjennom plommesekkfasen for alle grupper. En ikke-linesr kurve er gitt

(variable slope, four parameters), R?=0.78, N=520).
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Figur 4-14: (A) @yediameter for berggyltlarver ved dag 8 etter befruktning (tilsvarer 1 dag etter klekking
(dph) for NOV-A, NOV-B, NOV-C, Stordl og Stord2, og 2 dph for BG-1). Plottet angir median, 5-95%
konfidensintervall og min/max-verdier (N=24-30). Signifikante forskjeller er vist med bokstaver (p<0.05).
(B) Q@yediameter gjennom plommesekkfasen for alle grupper. En ikke-lineger kurve er gitt (one-phase
association, R?=0.65, N=499).

Tarrvekt, elementanalyse og oksygenforbruk:

Under embryonalutviklingen ble tarrvekten redusert med nesten 50 % (Fig. 4-15A) og respirasjonsraten gkte
gradvis (Fig. 4-15B). Karbon- og nitrogeninnholdet fulgte samme kurve som tgrrvekten (Fig. 4-15C og D),
og for alle parametere flatet kurven ut etter klekking. Det ble ikke funnet noen forskjeller i hjerterate mellom
gruppene, og hjerteraten var relativt konstant over de 10 dagene etter klekking hvor dette ble registrert (Fig
4-16).
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Figur 4-15: Tarrvekt (A), karboninnhold (B), nitrogeninnhold (C) og respirasjon (D) hos berggyltegg- og
larver fra seks ulike egg-grupper. Data representerer individuelle malinger ved ulike dager for alle grupper.
Den ikke-linezre kurven (variabel slope, four parameters) som er vist gjelder BG-1-gruppen hvor det ble
gjennomfgrt malinger i replikater (gjennomsnitt + standardavvik, N=3-4).
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Figur 4-16: Hjerterate (gjennomsnitt + standardavvik) hos berggyltlarver (slag per minutt; BPM) ved ulik

alder for larver fra seks ulike grupper med berggyltegg. N=24-30.

Bein- og bruskfarging:

Berggyltlarvene viste ingen farging av brusk i kranium ved dag 10 etter befruktning ved fargingstester, og
denne provetakingen ble derfor ikke brukt videre (Fig. 4-17A). Kraniebrusk var synlig i larvene pa dag 15
etter befruktning som vist i eksempler gitt i Figur 4-17B, C og D. Ved dag 15 etter befruktning hadde larvene
i NOV-A den lengste HL og JL, og larver i Stord2-gruppen hadde signifikant kortere hode- og kjevelengde
enn larver fra NOV-A og NOV-B (HL) og NOV-C (JL) (Tab. 4-5). Forholdet mellom JL/HL var forskjellig
mellom de fleste larvegruppene, og dette reflekterte trolig de ulike utviklingsstadiene som ble observert i
larvene. Utviklingsscoren for larvene fra de ulike gruppene viste av NOV-A og NOV-B var signifikant mer
utviklet enn larver fra Stordl og Stord2, med NOV-C larver midt imellom (Fig. 4-18). Dessverre gjorde
darlig preservering og farging av mange larver det umulig a oppna en gyldig score for deformiteter i disse

larvene.
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Figur 4-17: Craniofacial bruskfarging av berggyltlarver. (A) Larve fra Stord1l gruppen 10 dager etter
befruktning, ingen synlig brusk i cranium-skeletal regionen. (B)Larve fra Stordl gruppen 15 dager etter
befruktning. (C) Larve fra Stord2 gruppen 15 dager etter befruktning. (D) Larve fa NOV-A Gruppen 15
dager etter befruktning.

Tabell 4-5: Kraniemalinger av hodelengde (HL) og kjevelengde (JL) for berggyltlarver fra 6 ulike grupper
malt 15 dager etter befruktning. Ulik hevet skrift viser signifikante forskjeller mellom malte verdier.

NOVA (n=27) | NOVB (n=23) | NOVC (n=13) | Stord1 (n=25) | Stord2 (n=10)

HL 0,796 +0,07® | 0,754+0,05° |0,792+0,06° | 0,788 +0,06% | 0,676 £0,07°

JL 0,325+0,03% |0,317+0,02%° | 0,293 +0,04° | 0,308+0,04% |0,247+0,05°

JL/HL | 0,410+0,44% | 0,421£0,02° |0,373+0,06° |0,392+0,05% |0,365+0,06°
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Figur 4-18.: Utviklingsscore for berggyltlarver fra 6 ulike grupper med egg, 15 dager etter befruktning.
NOV-A og NOV-B gruppen hadde de mest utviklede larvene blant gruppene som ble undersgkt. Hevet skrift
viser signifikante forskjeller mellom de malte verdiene (testet for binomiale konfidensintervaller).

Totallipid oq lipidklasser:

| gruppen BG-1 var mengden lipider under deteksjonsgrensen for instrumentet pa grunn av for lite
prevemateriale (Tab. 4-6). Analyser av lipidklasser og lipidomics ble derfor normalisert til pravevekt hvilke
korrelerte godt med totalt lipidinnhold (Fig. 4-19). Stord1 og -2 gruppene inneholdt omtrent halvparten sa
hgyt lipidinnhold som NOV-A, -B og -C, men limlaget og fibre fra gytematter kan ha bidratt til gkt vekt og
relativt sett lavere lipidinnhold i eggene og resultatene ma anses som inkonklusive.

Tabell 4-6: Lipidinnhold (% av vatvekt) i seks ulike grupper med berggyltegg.

Gruppe ID % Lipidinnhold

BG-1 Ikke detektert

Stordl 0,58%

Stord2 0,44%

NOV-A 0,81%

NOV-B 0,85%

NOV-C 1,00%
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Figur 4-19: Innhold av lipidklasser (ng / mg terrvekt) i seks ulike grupper med berggyltegg pa dag 2 etter
befruktning.

Fettsyresammensetning:

Kvantifisering av fettsyrer er gitt som en prosent av total FAME og diskriminerer ikke mellom lipidklasser
(Tab. 4-7). Flerumettede fettsyrer var dominerende i alle egg-gruppene (~42 %) etterfulgt av mettede (32,6
%) og enumettede fettsyrer (20,5 %). Gjennomsnittlig innhold av n-3 var 34,6 %. Av alle fettsyrene var
innholdet av palmitinsyre hgyest (C16:0, 24.6%), etterfulgt av dokosaheksaensyre (DHA, C22:6n3, 20.6%),
eikosapentaensyre (EPA, C20:5n3, 11.5%), og oleinsyre (C18:1n9, 11.5%).
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Tabell 4-7: Fettsyreprofilen til berggyltegg pa dag 2 etter befruktning for seks ulike egg-grupper. Resultater
er vist som prosent av totalt FAME-innhold. Sat= mettede fettsyrer, mono= enumettede fettsyrer, poly=
flerumettede fettsyrer.

BG-1 NOV-A NOV-B NOV-C Stordl Stord2
C14:0 2,07 2,08 1,99 2,14 1,62 1,64
C14:1 0,20 0,16 0,18 0,18 0,16 0,17
C15:0 0,63 0,54 0,53 0,53 0,45 0,47
C16:0 25,84 24,37 24,16 25,22 23,73 24,26
C16:1 3,75 4,27 4,30 4,18 3,77 3,63
C17:0 0,36 0,37 0,39 0,34 0,28 0,29
C17:1 0,24 0,29 0,29 0,18 0,18 0,17
C18:0 4,59 4,72 6,01 4,46 5,32 5,09
C18:1n9 11,46 11,36 10,24 10,83 12,80 12,29
C18:1n7 2,29 2,79 2,70 2,72 2,60 2,59
C18:2n6 4,29 3,74 2,76 3,32 4,41 4,63
C18:3n6 0,08 0,10 0,08 0,09 0,08 0,08
C18:3n3 0,43 0,53 0,37 0,47 0,49 0,51
C18:4n3 0,51 0,48 0,32 0,47 0,27 0,35
C20:0 0,08 0,07 0,10 0,07 0,07 0,08
C20:1 1,50 1,52 1,41 1,39 1,53 1,38
C20:2n6 0,58 0,49 0,49 0,49 0,63 0,65
C20:3n6 0,11 0,13 0,14 0,13 0,16 0,15
C20:4n6 1,58 2,34 2,31 2,45 2,35 2,32
C20:3n3 0,17 0,17 0,16 0,16 0,18 0,18
C20:4n3 0,42 0,37 0,37 0,31 0,31 0,32
C20:5n3 11,21 12,20 11,78 12,27 10,72 10,77
C22:0 0,09 0,15 0,11 0,10 0,09 0,09
C22:1n11 0,28 0,28 0,26 0,23 0,25 0,21
C22:1n9 0,09 0,09 0,07 0,07 0,07 0,06
C22:2 0,12 0,19 0,12 0,15 0,13 0,12
C22:3 0,09 0,04 0,05 0,07 0,06 0,06
C22:4 0,20 0,26 0,24 0,25 0,23 0,22
C22:5n3 0,89 1,21 1,19 1,27 1,15 1,22
C24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:6n3 20,72 18,94 21,48 20,41 21,07 21,16
C24:1n9 0,26 0,29 0,29 0,23 0,25 0,24
Ukjent 4,94 5,54 5,18 4,91 4,65 4,68
Sum sat 33,65 32,28 33,27 32,84 31,55 31,90
Sum mono 20,05 21,03 19,73 19,98 21,60 20,73
Sum poly 41,37 41,16 41,84 42,27 42,21 42,70
Sum omega-3 34,33 33,89 35,66 35,34 34,17 34,49
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Lipidomics:

Pa grunn av de overveldende mengdene data som ble generert i LC-MS/MS analysen (hundrevis av signaler
per prave) vil vi ikke vise individuelle verdier her og ma forholde oss til multivariat statistikk og PCA-plott
(Malzahn et al., 2022). Mer informasjon kan leses i Malzahn et al. (2022) (under publisering, jf. Kap. 9)).
Basert pa fettsyresammensetning ble egg-gruppene adskilt i henhold til opprinnelse (Stord, BG-1 og NOV),
hvor den farste komponenten i PCA-plottet (PC1) forklarte 78 % av variansen mellom gruppene og var
relatert til innhold av C18:1n9 and C18:2n6 (olein- og linolsyre), og DHA-innhold bidro mest for den andre
komponenten (PC2). Eggenes fettsyreprofil ble deretter sammenliknet med de ulike, potensielle
kvalitetsparameterne med en least partial square (PLS) regresjonsanalyse. Dette ga et annet resultat enn PCA-
analysen, hvor BG-1 gruppen skilte seg fra alle de gvrige gruppene. Data ble visualisert med et clustered
image map (CIM) som viser korrelasjoner mellom variabler ved & bruke en fargegradient (jf. Fig. 4-21B).
CIM-analysen viste at C16:0 (palmitinsyre), C15:0, and C14:1 var sterkt positivt korrelert med ACN,
myotomhgyde, plommesekkvolum og kroppsareal. Disse fettsyrene er forlgpere til lengre fettsyrer, og for
palmitinsyre er det kjent at nivaet ikke er pavirket av dietten (Ackman and Eaton, 1966). Bade 20:4n6 og
C20:3n6 (henholdsvis arakindonsyre og dihomo-gamma-linolenic acid) viste en sterk negativ korrelasjon til
de samme endepunktene. Disse flerumettede fettsyrene (PUFAs) er essensielle, og bade embryo- og
larveutvikling hos marin fisk er avhengig av en optimal rate av disse fettsyrene i dietten (Sargent et al., 1997).

En sparse PCA ble brukt til a identifisere ngkkelvariabler som bidro til variansen observert i datasettet. Her
gjorde vi et utvalg av henholdsvis de 20 og 15 mest representerte lipidartene for PC1 og PC2. Bade BG-1 og
NOV-C ble skilt fra de gvrige gruppene i SPCA-plottet; BG-1 ble skilt pa grunn av PC1 hvor TAG-innhold
gjorde utslaget, og NOV-C ble skilt av PC2 pa grunn av innhold av PEs (Fig. 4-20B og C). Til slutt
sammenliknet vi lipidomics data med de samme kvalitetsparameterne som for fettsyrer. De ulike egg-
gruppene skilte seg ogsa her basert pa de samme fire parameterne: myotomhgyde, ACN, plommesekkvolum
og kroppsareal (Fig. 4-21B). Det er verdt & merke seg at disse parameterne ikke hadde den hgyeste variansen
innenfor og mellom grupper (dette var terrvekt, C- og N-innhold), og faktum at disse parameterne korrelerte
godt med bade lipidomics- og fettsyredata argumenterer for gyldigheten av resultatene. Bade TAGs og noen
PC-arter var positivt korrelert med disse parameterne, mens flere PE-arter var negativt korrelert med
parametere relatert til vekst, men i mindre grad.

A

Population

® broodstock
recruits

® wild-caught

)
i

PC2: 25% expl. var

0.0+ Stord2

NOW A
Stord1 N8

ra
in
4 m
w

0.0 25

25
PC1: 37% expl. var

Figur 4-20: (A) sPCA for berggyltegg basert pa den totale lipidomics profilen, analysert med LC-MS/MS.
Lipidartene som bidro mest til variansen observert i (B) PC1 og (C) PC2 var triacylglycerider (TAGS) og
phosphatidylethanolamines (PE).
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4.3 Diskusjon, konklusjon og anbefalinger

De mulige eggkvalitetsmarkarene vi analyserte viste alle stor variasjon mellom gruppene. De mer
konservative kvalitetsmarkarene, slik som standardlengde hos larver, og diameter og vekt av eggene, viste
mindre variasjon enn de mer dynamiske parameterne slik som nedgang i tarrvekt og karboninnhold i eggene
mellom dag 1 og 16 etter befruktning. Et unntak det er verdt & merke seg i form av variasjon i data er
endringen i C:N-forhold mellom dag 1 og 16 etter befruktning som i gjennomsnitt var 5400 % av
gjennomsnittet. Dette reflekterer de iboende egenskapene av proporsjoner, hvor sma endringen kan medfare
store forskjeller.

Det har blitt utviklet metoder for vurdering av lipidprofiler i berggyltegg, som ogsa har blitt testet pa ulike
grupper av egg, i dette arbeidet. Ved & bruke disse profilene har vi identifisert sammenhenger mellom en
rekke lipidkomponenter og eggkvalitetsmarkgrer pa bade fysiologisk og morfologisk niva. Lipidartene TAG
46:1, 46:2, 48:1, 48:2, 49:2 0g 49:3 kan foreslas som ngkkelmarkgrer for eggkvalitet hos berggyltegg, og pa
sikt kan disse markgrene kanskje brukes av oppdrettsbransjen for a selektere pa hgykvalitetsgrupper av egg
i klekkerier. En mer detaljert biologisk kontekst for disse lipidartene og deres rolle i berggyltens utvikling
ma bli videre undersgkt for arsakssammenhenger for & si om dette ogsa kan si noe om kvaliteten pa juvenile
og voksne individer. Det at flere lipidkomponenter var positivt korrelert med stgrrelse og negativt korrelert
med metabolsk aktivitet i noen grupper, mens det for andre grupper var stikk motsatt, fortjener a bli undersgkt
videre. Gjentakende mgnster kan forventes basert pa Tocher & Sargents' arbeid (1984), og ved a knytte
sammen lipidgrupper med funksjoner kan dette pa sikt bidra til & oppna en mekanistisk forstaelse. Til var
kjennskap er dette det forste studiet som bruker lipidomics som metode for & vurdere eggkvalitet i
berggyltegg. Selv om vi i dette arbeidet kun har skrapet pa overflaten av dette kompliserte temaet, kan
resultatene brukes som grunnlag for videre identifisering av viktige lipidgrupper. | det videre arbeidet bar
det undersgkes om det eksisterer gjentakende mgnster innenfor enkeltarter og deretter teste om disse er
spesifikke for arten eller generelle.

Det er viktig a ta med at vi i dette arbeidet ikke var i stand til & produsere gode data pa befruktningsrater og
klekkesuksess grunn av de store mengdene med partikler som hang fast pa eggene, og det faktum at eggene
klumpet seg sammen og ikke lot seg skille uten & gdelegge dem. En forutsetning for a oppna kontroll pa
disse parameterne er fjerning av limlaget ("de-gumming") og/eller stryking/befruktning av egg under
kontrollerte forhold. Prosedyrer for fjerning av limlaget ved bruk av enzymer har vist lovende resultater
tidligere, og i STARTRENS-prosjektet har det blitt undersgkt nye metoder som kan bli verdifulle fremover
for a oppna gode data pa befruktningsrater og klekkesuksess hos berggylt. Resultatene fra dette arbeidet kan
leses i MSc-oppgaven til Shabbir, F. (2021).
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5 Utvikling av optimalisert startforingsregime for berggylt (AP2)

Diversifisering av arter i marin akvakultur er et pagaende tema (Francois et al. 2010, Metian et al. 2020). En
av arsakene til at vi ikke utnytter flere arter enn vi gjer i dag er utfordringene med yngelproduksjonen. Mange
av de lovende artene har til felles at de har altrikale larver (uten utviklet mage) og kan derfor ikke féres med
formulert for de farste dagene etter klekking, men har behov for veldig smatt og neeringsrikt levendefor.
Faktisk sa spiser de aller fleste fiskelarvene planktonorganismer i de tidlige livsstadiene (Moser 1984).

Berggylt (Labrus berggylta) er en relativt ny art i akvakultursammenheng, og den en interessant for
produksjon fordi den har vist et stort potensial for bruk som rensefisk i laksenaringen hvor den bidrar til &
holde lusesmittenivaer nede. Berggylt er en art med haye krav til ernzering i de tidlige livsstadiene. Tidligere
har det hovedsakelig blitt brukt rotatorier og Artemia som levendefor til berggyltlarvene, men i dag bruker
flere oppdrettere fjeererur som erstatning for Artemia (I. Overrein, pers. komm.). Darlig ernzring i tidlige
livsstadier hos fiskelarver har mange ugunstige effekter. Flere viktige utviklinger foregar i denne perioden
slik som forbeining av skjelettet og utvikling av viktige organer (Balon, 1999). Disse prosessene er vesentlige
for den videre utviklingen hos fisken, og flere ting kan ga feil. Feilernaring har blitt vist & henge sammen
med feilutvikling av skjelett (Cahu et al. 2003) og defekter i muskler og organogenesen (organdannelsen),
men kan ogsa pavirke metabolske prosesser i larvene (Zambonino-Infante & Cahu 2010). Szrlig de indirekte
effektene av tidlig ernaring, som priming av metabolsk kapasitet, har langvarige effekter pa vekst, helse og
velferd (Imsland et al. 2006; Qie et al. 2017). Dette kalles nutritional eller metbolic programming.

Mange viktige utviklingsprosesser foregar i perioden hvor fiskelarvene tar til seg fade eksternt (von Herbing
et al., 1996) og det er derfor klart at nutritional programming spiller en viktig rolle i det larvene bytter fra a
ta til seg neering internt til eksternt (Hou & Fuiman 2019). En vellykket begynnelse pa eksternt fadeopptak
er dermed ikke bare viktig for umiddelbar vekst og overlevelse, men det legger ogsa grunnlaget for resten
av livssyklusen. Hos fiskelarver er nutritional programming et voksende forskningsfelt, og forskningen kan
bidra til store fremskritt innen akvakultur hvis det brukes riktig. For & undersgke effekten av a bruke ulike
levendefororganismer pa ytelse hos berggyltlarver, ble det gjennomfart et startforingsforsgk som varte til 14
dager ut i perioden etter larvene var tilvent tgrrfor.

5.1 Materialer og metode

For & evaluere effekten av ulike levendeférorganismer pa vekst, overlevelse, biokjemi, histologi og
mikrobiologi hos berggyltlarver ble det gjennomfart et 7 uker langt forsgk som varte frem til larvene var
tilvent tarrfor. Forsgket ble gjennomfart ved SINTEF og NTNU Sealab i perioden februar — april 2020.
Omtrent 736 000 berggyltlarver ble levert av MOW!I Rensefisk avd. Stord den 21. februar. Larvene kom fra
egg som ble klekket over to etterfalgende dager (20. og 21. februar) som var likt fordelt i plastposer (10L)
fylt med oksygenert sjgvann. Eggene ble gytt av en gruppe lysstyrt stamfisk og ble inkubert ved 11 °C frem
til sending. Temperaturen ved ankomst Sealab var 11,9 °C. Etter ankomst ble larvene forsiktig akklimatisert
til den nye vannkvaliteten over en periode pa 2 timer ved a gradvis tilsette nytt vann i posene med larver, for
deretter & overfare larvene til en tank hver for de to gruppene med ulik klekkedato. Dgde larver ble rgktet ut
fra karene med hevert etter 20 minutter. Tankene med larver ble forsiktig omrart for & oppna jevn fordeling
av larver far 5 praver ble tatt fra hver tank for telling av tetthet. Overlevelsen etter sending var pa 36 og 40
% for larvene som klekket pa henholdsvis den 20. og 21. februar. De levende larvene ble fordelt likt fra de
to gruppene i forsgkstankene i en tetthet p& 100 larver L™ (~19 716 larver per tank) hvor de ble holdt i marke
frem til forste foring pa dag 4 etter klekking. Deretter ble det brukt kontinuerlig, dimmet lys. Tankene ble
tildelt tilfeldige behandlinger ved bruk av "random number fuction™ i MS Excel. Temperaturen i tankene ble
justert til 12 °C, og vanngjennomstrgmningen ble satt til 0.2 L minutt™ i begynnelsen av forsgket og deretter
gkt gradvis opp til 1 L minutt™ ved dag 32 etter klekking nar tarrfortilvenningen ble pabegynt. Alle tankene
ble luftet forsiktig med tilsetning av trykkluft gjennom en lufteslange. Tankene ble rgktet daglig pa morgenen
ved bruk av en innebygd rensearm som fikk rotere i 20 minutter (flere omdreininger) for sedimenterte
partikler ble tatt ut med bruk av hevert.
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5.1.1 Foringsregimer

Larvene ble foret med fire ulike levendeforregimer i triplikater. Den farste fortypen var enten rotatorier
(Brachionus plicatilis), hoppekrepsnauplier (Acartia tonsa) eller en "Experimental cirriped diet" som bestod
av kryopreserverte nauplier av to ulike arter rur (Balanus crenatus og Balanus balanus) i omtrent likt antall.
Berggyltlarvene fikk den fgrste fortypen i nitten dager (d3-d22 post hatch; dph). Disse ble erstattet med enten
Artemia-nauplier (Artemia salina) eller "CryoPlanktonLarge", som er et kommersielt produkt bestaende av
kryopreserverte nauplier av S. balanoides, som erstatter for Artemia de neste nitten dagene med en overlapp
pa fem dager med rotatorier/rotatorieerstattere i begynnelsen (d18 — d36 ph). Fra dag trettito etter klekking
ble alle tankene foret med det samme tarrforet (Gemma Micro 150pum og AgloNorse Extra 2) i en 1:1 miks
fra dag trettito til dag trettisju etter klekking, etterfulgt av Gemma Micro 150pum, Gemma Micro 300 og
AgloNorse Extra 2 i en 1:1:2 miks fra dag trettiatte til dag fertito etter klekking. Alle fortyper ble tilsatt i
tankene ad libitum (jf. Tab. 5-1 for mer detaljer).

5.1.2 Levendefor og prosedyrer

Grgntvann:

Berggyltlarvene ble holdt i grentvann for & sikre gode lys- og mikrobielle forhold, og for & tillate
levendeférorganismene a fortsette a spise i tankene for a opprettholde deres neringsverdi. Levende
mikroalger (Rhodomonas baltica) ble tilsatt i tankene til & nd en konsentrasjon p& 30 000 celler mL™, tre
ganger daglig (omtrent 1 mg C L™ dag™®), og en frossen pasta av Nannochloropsis ('FrozenPaste";
BlueBioTech GmbH, Tyskland) ble i tillegg tilsatt tre ganger om dagen for 4 nd 6 mg C L™ dag™ i tankene.
R. baltica ble dyrket i semi-statiske kulturer med Conwy som vekstmedium (Walne 1970), belyst av lysrar
(150 pmol m sek! intensitet) og tilsatt CO,-anriket luft (1-2 % innblanding). Til algedyrkngen ble det brukt
filtrert sjgvann som ble sterilisert med natriumhypokloritt og avklorert med natriumtiosulfat fer bruk.

Rotatorier og rotatorieerstattere

Rotatorier:

Rotatorier ble produsert i 250L tanker ved 20-22 °C og foret med en 3:1 miks av fersk gjer og Rotifer Diet
(Instant Algae, Reed Mariculture). Rotatoriene ble anriket over en periode pa to timer med Larviva
MultiGain ("MG", Biomar) ved 24 °C hvor det ble brukt 0,15 g MG per million rotatorier. Etter anrikning
ble rotatoriene vasket og enten foret ut til fiskelarvene, eller lagret kaldt (4 °C) til senere utforinger
(maksimalt 16 timer). Rotatoriene ble tilsatt i larvekarene tre ganger daglig i gkende tettheter fra 3 — 12
individer mL™* dag™ (Tab. 5-1).

Hoppekreps:
Hoppekrepsegg og -nauplier av arten A. tonsa ble kjopt av CFEED AS. Berggyltlarvene ble foret med

nauplier i stadie 1, 2 og 3 ("N1-N3", 110 — 150 pm lengde) fra dag 4 til dag 10 etter klekking, og deretter
naupliestadie 4, 5 og 6 ("N4 — N6", 170 — 250 um lengde) til dag 22 etter klekking. N1-3 ble produsert pa
SINTEF SeaLab ved klekking og oppdyrking i laboratoriet. Eggene ble klekket i koniske tanker (100 L) fylt
med sjgvann ved 22 °C som ble kraftig luftet fra bunnen av for & holde eggene suspendert i vannsgylen. Etter
24 timer ble luftingen stoppet og tomme eggeskall og rusk ble tillatt & synke ned mot bunnen i 15 minutter
for det ble fjernet med en hevert. Far oppdyrking ble naupliene foret daglig med R. baltica (10 L, ca. 1,5
millioner celler mL™). frem til hgsting ved gnsket starrelse. Kopepodenaupliene ble foret ut til
berggyltlarvene tre ganger daglig i en gkende dose fra 10 til 20 individer mL™ dag™ (Tab. 5-1).

Experimental cirriped diet:

Foret "Experimental cirriped diet" ble kjopt av Planktonic AS. Denne dietten bestod av kryopreserverte
nauplier av to ulike arter rur (Balanus balanus og Balanus crenatus; N. Tokle, pers. komm.) i omtrent likt
antall. Naupliene av arten (B. crenatus) malte omtrent 267 + 18.8 um i lengde og 154 + 26 um i bredde, hvor
den andre arten (B. balanus) malte 339 + 21.8 um i lengde og 194 + 22.9 um i bredde. Sistnevnte art er pa
kommersielle klekkerier som produserer berggylt dokumentert til & veere for stor til at berggyltlarvene er i
stand til & spise dette som sitt farste for (pers. komm. Nils Tokle, Planktonic AS). Med utgangspunkt i
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forholdet i antall mellom B. crenatus og B. balanus (1:1) i dette foret og deres starrelser, ble det beregnet at
B. balanus hadde omtrent dobbelt s& hgyt biovolum som B. crenatus (1 675 000 pm? vs. 3 355 000pum?; ihht.
Hildebrant et al. (1999)) og dermed utgjorde 2/3 av biomassen som ble foret ut til fiskelarvene. De
kryopreservert rurnaupliene ble tint i kaldt sjgvann i flere minutter etterfulgt av omtrent 5 minutter med
rensing av foret i en sil under rennende sjgvann. Vaskede rurlarver fikk sa tid til & revitaliseres i luftet sjgvann
(4 °C) over en periode pa 6 timer. For utforing ble foret lagret i kraftig luftede kanner plassert ved siden av
den respektive tanken foret skulle brukes i, og derfra ble féret pumpet ut i tanken med bruk av en
peristaltpumpe satt til konstant hastighet over en periode pa omtrent 4 timer. Hver foring ble etterfulgt av en
pause pa 4 timer, og prosedyren ble gjentatt tre ganger per dag for & nd en tetthet pé 20 individer mL™* dag™
i larvekarene.

Artemia og Artemiaerstattere

Artemia:

Artemiacyster (kjgpt fra INVE, Belgia) ble klekket og separert fra cysteskallene i henhold til INVE's
protokoller og anriket med MG med bruk av en prosedyre for standard anrikning; MG (1 gram per million
nyklekte nauplier) ble tilsatt til anrikningstanken (100 L) som inneholdt nauplier i en tetthet pa 500 individer
mL%. En andre dose med MG (1 gram per million nauplier) ble tilsatt etter 18 timer og naupliene fikk beite
pa anrikningen i 6 timer frem til de ble hgstet, vasket og tilsatt i larvetankene.

CryoPlanktonL arge:

Foret "CryoPlanktonLarge" ble kjgpt av Planktonic AS. Det bestod av nyklekkede rur-larver av arten
Semibalanus balanoides. Foret ble tint, revitalisert og foret ut til larvekarene med bruk av samme prosedyre
som beskrevet ovenfor for "Experimental cirriped diet", og foret ut i larvekarene i en tetthet pa 6 — 12
individer mL™* dag™.
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Tabell 5-1: Oppsummering av forsgksparametere brukt i startféringsforsgket pa berggylt.

Rot - Art Cop - Art Exp Cir - Cir Cop - Cir
g
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3 |2 3 = = g |3 3 = =
= = = =3 =3 < = = =} 3
£ | & * £ | &
Z |2 2 Bl
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3
21.2.20 1 250 64 250 64 200 | 0|12
22.2.20 2 250 64 250 64 200 | 0|12
23.2.20 3 250 64 250 64 200|012
[ 2e220 [a] [1*3] [ Jaso| [ [ Jarao] Tea] [ [ars] [aso| [ [ Ja*ao[ Tea| |200 2|1
25.2.20 5 1*3 250 3*3,3 64 4*s5 250 3*33 64 200 |24] 12
26.2.20 6 2*3 250 3*3,3 64 4*s5 250 3*3,3 64 200 | 2413
27.2.20 7 3*3 250 3*4 64 4*5 250 3*4 64 200 [ 2413
28.2.20 8 3*3 250 3*53 64 4*5 250 3*53 64 200 [ 2413
29.2.20 9 3*3 250 3*53 64 4*s5 250 3*53 64 200 | 2413
1.3.20 10 | [3*3 250 3*7 64 4*s5 250 3*7 64 200 [24]13
2.3.20 11 | [3*3 250 3*7 | 64 4*s5 250 3*7 | 64 200 |24]13
[ 3320 [nf[s+3] [ Jaso| [ | [ [s7[es] [ NS NGAN | 200 [24 14
4.3.20 13 | [3*3 250 3*7 | 64 4*s5 250 3*7 | 64 200 | 24|14
5.3.20 14 | [3*3 250 3*10] 64 4*5 250 3*10]| 64 200 | 24|14
6.3.20 15 | [3*3 250 3*10] 350 4*5 250 3*10[ 350 | | 200 [24]15
7.3.20 16 | [3*3 250 3*10]| 350 4*s5 250 3*10( 350 | | 200 [24]15
8.3.20 17 | [3*3 250 3*13] 350 4*s5 250 3*13[ 350 | | 200 [24]15
[ 9320 [1s] [3+3]1*3[ [3s0| [a*3] [ [3*13[350] ISR SRSEE0N | <00 [24]15
10.3.20 19 | [3*3[1*3 350 1*3 3*10]| 350 4*5]2*3] 350 2*3 3*10( 350 | | 400 [24]15
11.3.20 20 | [3*3]2*3 350 2*3 3*10] 350 4*5]4*3] 350 4*3 3*10] 350 | | 400 [24]15
12.3.20 21 | [3*3]3*3 350 3*3 2*10] 350 4*5]4*3] 350 4*3 2*10] 350 | | 400 [24]15
13.3.20 22 | [3*3]3*3 350 3+*3 1* 20| 350 4*5]4* 3] 350 4* 3 1*20] 350 | [ 400 2415
[ 1320 [23] | [s*3] [sso| [s*3]| [ | [ss0] (N S S0 | a0 [ 24|16
15.3.20 24 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 400 [24]16
16.3.20 25 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 400 [24]16
17.3.20 26 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 600 [24]16
18.3.20 27 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 600 [24]16
19.3.20 28 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 600 [24]16
20.3.20 29 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 600 [24]16
21.3.20 30 3*3 350 3*3 350 4*3] 350 4*3 350 | | 600 |24]16
22.3.20 31 3*3 350 3*3 350 4* 3] 350 4*3 350 | | 600 [24]16
[ =320 [ [ [s*s[afwo| [3*3]a] [ T} [a[ Jar3[700| [afars] [ T700]| |00 24|16
24.3.20 33 3*3| A | 700 3*3 | A 700 A 4*3[700 | | A[4*3 700 | | 800 [24]16
25.3.20 34 3*3] A 700 3*3 | A 700 A 4*3[700 | [ A]4*3 700 | | 800 [24]16
26.3.20 35 3*3] A 700 3*3| A 700 A 4*3/700 | [ A]4*3 700 | | 800 [24]16
27.3.20 36 3*3| A | 700 3*3 | A 700 A 4*3]1700 | | A[4*3 700 | | 800 [24]16
| 8320 [37] 800 | 24 [ 16
29.3.20 38 B | 700 B 700 B 700 B 700 | | 800 | 24|16
30.3.20 39 B | 700 B 700 B 700 B 700 | | 800 [24]16
31.3.20 40 B | 700 B 700 B 700 B 700 | | 800 [24]16
1.4.20 41 B | 700 B 700 B 700 B 700 | | 800 [24]16
[ 2420 [a] 800 | 24 [16
3.4.20 43 c | 700 c 700 c 700| [c 700 | | 800 [24]16
4.4.20 44 c | 700 c 700 c 700| |c 700 | | 800 |24]16
5.4.20 45 c | 700 c 700 c 700| |c 700 | | 800 |24]16
6.4.20 46 c | 700 c 700 c 700 | |[c 700 | | 800 [24]16
7.4.20 47 c | 700 c 700 C 700 | | c 700 | | 800 [24]16
Dry feeds: A B C
[samplingdates | Gemma Micro 150:  50% 25 %
Gemma Micro 300: 25% 50%
Trofico 200-300: 50% 50% 50%
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5.1.3 Prgvetaking og analyser

Praver av fisk, for og vann ble tatt hver dag en ny fortype ble introdusert. Prgvene ble alltid tatt pa morgenen
for det nye foret ble tilsatt i larvekarene. Dette resulterte i til sammen atte prevetakingsdager som inntraff
mer eller mindre ukentlig i lgpet av de 48 dagene forsgket varte. De fglgende prgvene, metodene og
analysene ble brukt i forsgket.

Estimert dgdelighet:

Omtrent 500 — 900 larver ble samplet fra hver tank i lgpet av forsgksperioden (2,5 — 5 % av opprinnelig
antall). Metoden beskrevet av Kotani et al. (2011) ble brukt til & korrigere estimater av dgdelighet til de
larvene som ble tatt ut ved prgvetaking. Denne tilnermingen antar en konstant dedelighet over hele
forsgksperioden og gir verdier til larver som er tatt ut til praver i tillegg (Lig. 1). Ligningen er basert pa en
eksponentiell populasjonsnedgang, men inkluderer vilkar som tillater en teoretisk dedelighet for larver som
er tatt ut (Ns»). Dadelighetskoeffisienter ble deretter brukt som data for en ANOVA test for & undersgke
forskjeller i dadelighet mellom behandlingene, etterfulgt av en Holm-Sidak post hoc test.

Ligning 1: Nt = e™(No - > Ns,e™")

Lengde- og vektmalinger:

Larver (n=10) ble tilfeldig tatt ut fra hver tank ved alle prgvetakingstidspunkt. Larvene ble eutanisert med
en overdose tricaine methanesulfonate (MS222; 500 mg L) og frosset ved -20 °C inntil videre analyser.
Frysing ble gjort for alle larver, og kan ha fart til lavere TV-verdier pa grunn av fryseprosessen, men dette
vil uansett sla likt ut mellom malinger/behandlinger. Larver ble tint og avbildet under en kalibrert stereolupe
(Olympus SZX10). Mal av standardlengde ble utfert pa bilder med bruk av programvarepakken Infinity
Analyze (Teledyne Lumenera). Etter avbildning ble larvene renset i destillert vann, plassert i forhandsveide
tinnkapsler og tarket pa 60 °C i et varmeskap, fer de til slutt ble veid med en UMX2 Ultra-microbalance
(Mettler-Toledo). Lengde-til-vekt forhold ble sammenliknet med bruk av eksponenten i en potensfunksjon
y=ax" kalkulert til lengde-vekt data for larver fra alle tankene. Eksponentene ble sammenliknet med bruk av
one-way ANOVA etterfulgt av Holm-Sidag post hoc tester.

Biometri:

Standardiserte bilder av larver tatt med et makroskop (Z6APO, Leica Microsystems, Germany) tilknyttet et
CMOS kamera (MC170HD, Leica Microsystems, Germany) ble brukt til biometriske analyser av kropp- og
plommesekkareal. Automatiserte biometriske analyser ble automatisk detektert ved bruk av AutoMOMI
(Automated Morphometrics on Microscope Images; Kvastad et al., 2022). AutoMOMI anvender MASK-R
CNN neural net architecture (He et al., 2017) og ble trent pa amnuelt annoterte bilder av berggyltlarver.
Arealer ble kalkulert ved bruk av bildebehandlingsteknikker som Topological Structural Analysis (TSA)
(Suzuki 1985), og ellipse fitting (Zhang and Suen 1984).

Beinutvikling:

Beinfarging ble brukt til & detektere forbeining pa siste dag av forsgket (dag 48) i henhold til prosedyrer
beskrevet i Kjarsvik et al. (2009). Bilder av beinfargingen ble tatt med et dissekeringsmikroskop (Leica
M205, Leica Microsystems, Germany) utstyrt med et kamera (AxioCam ERc 5s, Zeiss Inc., Germany)
hvoretter bildene ble analysert for antall helt eller delvis forbeinede ryggvirvler. Forbeining i ryggseylen hos
larvene ble vurdert ved & score larvene etter et vektet gjennomsnitt av alle ryggvirviene, som falger; fullt
forbeinet ryggvirvel (score 1,0); kompakt ryggvirvel (score 0,8); delvis forbeinet (score 0,2); og
gjennomsiktig (score 0.0).

Mage- oqg leverhistologi:

Fem larver fra hver behandling ble dehydrert og innstept i Technovit 7100 fgr de ble kuttet i semi-tynne
seksjoner (2 pm) med bruk av en Leica Reichert Ultracut microtome (Leica Microsystems, Tyskland) utstyrt
med en glasskniv. Prgvene ble farget med en 0,05 % Toluidine blue lgsning, og enkelte praver ble ogsa
farget med Periodic Acid Schiff (ABPAS) for & undersgke tilstedeveerelse av glykogen i lever. Seksjonene




SINTEF

ble montert og scannet (NanoZoomer) og bildene ble undersgkt ved bruk av bildebehandlingsprogramvarene
OuPath og Imagel. I levervevet ble starrelse pa nukleus, celler og grad av vakuolisering malt.

Lipidekstraksjon, totallipid, lipidomics og fettsyresammensetning:

Lipider ble ekstrahert i henhold til Folch-metoden (Folch, et al., 1957) og totallipid ble bestemt gravimetrisk
ved veiing av lipidekstrakt etter tgrking. Fettsyresammensetning ble bestemt ved transmetylering av fettsyrer
til fettsyre metylestere (FAMEsS) og GC-FID analyse. Lipidklasser ble analysert ved bruk av
gasskromatografi som beskrevet av Khoomrung et al. (2013), og praver for lipidomics ble analysert med en
Agilent 1260 UPLC koblet til en 4670 triple quadrupole mass spectrometer med en electrospray ion source.
Data fra LC-MS/MS analyser ble analysert ved bruk av Agilent MassHunter Quantitative Analysis software
package.

Mikrobiologi og bioinformatikk:

Pragver til mikrobiologi ble tatt ved a forhandsfiltrere 1 L med vann fra larvetanken gjennom en 64 pum silduk
og deretter filtrere vannet pa nytt gjennom et 0,2 um filter (MF Millipore membrane filter). Larver ble
samplet fra tankene og avlivet med en overdose MS222 (500 mg L). Egnede mengder av de ulike
levendeforene ble vasket i en 64 pm silduk med filtrert sjgvann. Prgvene ble lagret pa -20 °C frem til
ekstrahering. DNA fra larver, vann og fororganismer ble ekstrahert fra filter med bruk av et ZymoBIOMICS
96 MagBead DNA kit. DNAet ble sa vasket ut i DNase/RNase-fritt vann og konsentrasjoner og kvalitet ble
analysert ved bruk av NanoDrop og Qubit. Illumina MiSeq sekvensering ble gjennomfgrt hos BGI (Beijing
Genome Institute). For bioinformatikk ble ra avlesninger behandlet med bruk av QIIME2 pipeline (v.
2021.2). Statistiske analyser av data nedstrems og grafisk fremstilling ble gjennomfgart i R med bruk av ulike
bioinformatikkpakker (phyloseq, microbiomeSeq).

Genuttrykk og genuttrykk-bioinformatikk:

Larver (n=5-10) ble tatt ut fra hvert enkelt kar og brukt til analyser av genuttrykk. Larvene ble avlivet og
vasket i MSDSS og deretter lagret i kryorgr med DNA/RNA shield og mekaniske perler for RNA-
ekstraksjon. Praver ble umiddelbart frosset pa -80 °C. RNA-ekstraksjon ble gjennomfart med et kommersielt
RNA-kit og prevene ble sendt pa tarris til BGI for sekvensering. For berggylt lyktes det kun & oppna ett
komplett sett av praver for analyser av genuttrykk pa grunn av enten for lav mengde, eller for darlig kvalitet,
av DNA/RNA for alle de avrige preveuttakene. Sekvensering ble utfart pA DNBSEq-plattformen med bruk
av standardiserte protokoller hos BGI. Radata/sekvensering ble behandlet i flere steg (se Malzahn et al.,
under publisering for mer informasjon, jf. Kap. 9) far til slutt, komplette referanser ble kartlagt med bruk av
Bowtie2 og RSEM.

5.2 Resultater

Berggyltlarvene ble foret farste gang pa dag 4 etter klekking. For & veere sikker pa at larvene aksepterte de
ulike fortypene som ble brukt, ble det tatt praver pa dag 8 etter klekking for & undersgke foringsinsidens. Det
ble observert larver med for i tarmen i alle behandlingene (Fig. 5-1). Larvene som spiste rotatorier, etterfulgt
av de som spiste "Experimental cirriped diet", hadde hgyest forekomst av larver med synlig for i tarmen. Det
var noe variasjon mellom replikatene og derfor ingen signifikante forskjeller i féringsinsidens mellom
behandlingene nar disse ble sammenliknet med one-way ANOVA (Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks; p=0.147). Det gjares oppmerksom pa at larvene ikke ble scoret i henhold til grad av
magefylling, men etter om det var eller ikke var synlige fororganismer i tarmen. For behandlingene som fikk
hoppekreps i starten er det mulig at foringsinsidensen ble underestimert pa grunn av at hoppekreps fordayes
raskt i tarmen hos berggyltlarvene og derfor kan veere vanskelig a se selv om larvene har spist godt.
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Figur 5-1: Foringsinsidens (% larver med for i tarmen) hos berggyltlarver gitt 4 ulike fortyper pa dag 8 etter
klekking. Beregningene er basert pa 12 + 3 (SD) larver fra hver tank, vist som gjennomsnitt per behandling
+ SD.

5.2.1 Dgdelighet

De to behandlingene som fikk hoppekreps som sitt farste for hadde signifikant lavere dgdelighetsrater enn
larvene som fikk rotatorier (Rot -Art) og Experimental cirriped diet ("Exp Cir — Cir"). Det var ingen
forskjeller i dadelighetsrater mellom de to gruppene som fikk hoppekreps, og heller ikke mellom de to som
fikk rotatorier og Experimental cirriped diet (Fig. 5-2). Dadeligheten nadde en topp i alle karene rundt dag
14 etter klekking, med hgyere dgdelighet i gruppene "Rot — Art" og "Exp Cir — Cir" sammenliknet med de
som fikk hoppekreps.
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Figur 5-2: (A) Gjennomsnittlig dgdelighetskoeffisient m for berggyltlarver i lgpet av det 48 dager lange
startféringsforsgket, og (B) samlet overlevelse for hele forsgksperioden, for berggyltlarver foret 4 ulike
féringsregimer. Feillinjer er standardavvik for triplikate tanker. a og b viser signifikante forskjeller
(ANOVA, etterfulgt av Holm-Sidak test, p< 0.05) mellom behandlingene.

5.2.2 Vekst
Larvene fra de tre av behandlingene nddde den samme starrelsen ved slutten av forsgket, hvorav larvene i
"Exp Cir — Cir" behandlingen var bade ferre i antall og signifikant mindre enn resten ved slutten av forsgket;
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disse larvene malte 7 mm i standardlengde (SL) sammenliknet med omtrent 9 mm SL for de evrige
behandlingene (Fig. 5-3). Berggyltlarvene endret vekstmgnster drastisk under forsgket. Frem til de var
omtrent 5,5 mm SL gkte kroppslengden, hvoretter myotomhgyden i larvene gkte. @kningen i kroppsareal i
henhold til starrelse sa ut til & vaere lik mellom behandlingene hvilket indikerer at foret ikke pavirket dette
vekstmgnsteret. En tilnerming til & undersgke ulikheter i vekstmgnster er a etablere lengde-vekt forhold,
hvor eksponenten i potensfunksjonen gir innblikk i vektgkning per lengdegkning (Fig. 5-4a). Lengde-vekt
data i dette forsgket ga eksponenter pa henholdsvis 7,2, 6,8, 6,1 og 4,8 for Exp Cir — Cir, Cop — Art, Rot —
Art, og Cop — Cir behandlingene (Fig. 5-4b). Eksponenten i Exp Cir — Cir behandlingen var signifikant
hayere enn de gvrige behandlingene, bortsett fra Cop — Art behandlingen som var lik (one way ANOVA,
Holm-Sidak post hoc test, p=0.05). Dette betyr at selv om vekstmgnsteret og gkningen i kroppsareal ikke ble
pavirket av foret, endret larvene i Exp Cir — Cir behandlingen vekt uproporsjonalt.
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Figur 5-3: Utvikling av standardlengde (SL) over tid for berggyltlarver foret fire forskjellige féringsregimer.
Hvert punkt representerer gjennomsnitt = SD for triplikater. Hele linjer viser linegere regresjonslinjer.
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5.2.3 Forbeining

Behandlingen Exp Cir — Cir hadde de minste larvene ved slutten av forsgket, og dette var ogsa reflektert i
grad av forbeining i ryggseylen (Fig. 5-5). Hvor gruppene som ble foret pa hoppekreps eller rotatorier i
begynnelsen hadde veldig fa av de mindre larvene med kun delvis forbeinede ryggvirvler, hadde Exp Cir -
Cir gruppen langt flere larver i starrelsene 6 — 8 mm som er den lengden hvor forbeiningen hovedsakelig
foregar. Begge gruppene som ble foret med hoppekreps i starten viste en tendens til & ha lavere forbeining
av ryggsgylen sammenliknet med larver av lik stgrrelse fra de andre behandlingene. | disse gruppene var en
betydelig andel av ryggvirviene kompakte med fortsatt ikke fullstendig forbeinet ved en lengde pa mellom
10 og 12 mm. | dette stgrrelsesomradet hadde alle larvene som ble foret pa rotatorier i begynnelsen
fullstendig forbeining av ryggsaylen.
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Figur 5-5: Forbeinings-score vs. standardlengde hos berggyltlarver foret pa fire ulike foringsregimer ved
dag 48 etter klekking. Scoren er et vektet gjennomsnitt av status for forbeining av ryggsaylen gitt falgende
verdier: Fullstendig forbeining (score 1.0); kompakt (score 0.8); delvis forbeinet (score 0.2); og
gjennomsiktig (score 0.0).

5.2.4 Histologi

Tarmhistologien viste en signifikant forskjell mellom behandlingene pa dag 48 etter klekking (Figur 5-6).
Larvene fra Cop — Cir behandlingen hadde signifikant lengre villi (Fig. 5-6a) enn Exp — Cir behandlingen,
samt signifikant hayere mikrovilli (Fig. 5-6b) og starre tarmepitelhgyde (Fig. 5-6¢) (Kruskal-Walliis test
p<0,05) enn de tre andre behandlingene. De tre andre behandlingene hadde lavere histologiske indekser og
var ikke forskjellige med hensyn til epitelhgyde. Cop — Cir behandlingen viste signifikant lengst
mikrovillihgyde, etterfulgt av Cop — Art og Rot — Art behandlingene, hvor Exp Cir — Cir behandlingen falt
imellom de to sistnevnte og var ikke forskjellige fra noen av de andre (Wilcoxon test p=0.05). Disse
resultatene ble ogsa reflektert i de histologiske pravene av leveren, hvor larver fra Cop — Cir behandlingen
viste starre hepatocytter (leverceller) med hgyere andel vakuoler, som indikerer hgyere energilager i form
av glykogen (data ikke vist, for mer informasjon se Aase, A.S.N. 2022, jf. Kap. 9).
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Figur 5-6: Histologiske indekser av tarm hos berggyltlarver produsert pa fire forskjellige foringsregimer ved
dag 48 etter klekking. (a) villi hayde, (b) microvilli hgyde og (c) epitelhgyde.

5.2.5 Fettsyrer og lipidomics

Verdier for totalt lipidinnhold og fettsyrer i fororganismene viste tydelige forskjeller mellom artene (Tab. 5-
2). De to anrikende foérorganismene (Artemia og rotatorier) var mer lipidrike enn de to naturlige
fororganismene (hoppekreps og rur). Innenfor disse gruppene var Artemia signifikant rikere pa lipider enn
rotatoriene, og det var ingen forskjeller mellom rur og hoppekreps (ANOVA p<0.05, etterfulgt av Holm
Sidak post hoc test). Ikke overraskende grupperte férorganismene seg i henhold til om de var anriket eller
ikke (data ikke vist). Rent overordnet var rur-naupliene rikere pa EPA enn de andre organismene og hadde
derfor den hgyeste EPA:DHA ratioen, og eldre hoppekreps-nauplier (N4-6) var rikere i DHA. De anrikede
forene skilte seg fra de naturlige hovedsakelig pa grunn av hgyt innhold av 18:1n9.

Larvene viste ikke noen store endringer i lipidinnhold under forsgksperioden, bortsett fra en forventet
nedgang etter at plommesekken var absorbert (data ikke vist) (Tab. 5-3). Larvene grupperte i henhold til det
siste foret de fikk nar fettsyreprofilen ble brukt som input til PCA (Fig. 5-7), siden larvene var forskjellige
med hensyn til individuelle fettsyrer mellom behandlinger, og med alder. Bade DHA, 16:0, sum av omega-
3 fettsyrer, 22:0 og C17:1n7 bidro til forskjellene pa PC1. PC2 var mest pavirket av 20:3n3, 18:3n3, 15:0 og
20:1n9. DHA-konsentrasjonene endret seg veldig lite mellom grupper og oppferte seg likt i alle grupper over
tid; en stor nedgang fra omtrent 30 % av fettsyresammensetningen ved klekking til omtrent 18 % ved dag 48
etter klekking. Larver i Rot — Art behandlingen viste eksempelvis lavere fraksjon av EPA av totalt
fettsyreinnhold (~5-6 %) enn de andre gruppene (~10 %). Mer informasjon om fettsyredata vil bli tilgjengelig
i masteroppgaven til Carvalho, L. G. (jfr. Kap. 9)

Larvenes lipidprofiler som ble analysert pa dag 48 etter klekking grupperte i henhold til hele
foringshistorikken til larvene nar vi gjorde lipidomics, men ogsa i henhold til den andre fortypen larvene fikk
a spise (data ikke vist). De to gruppene som fikk hoppekreps som sitt farste for var ikke lenger gruppert
sammen, og dette antyder at lipidprofilen til larvene reflekterer det foret de har spist mest nylig, og at
lipidsignaturen til den farste fororganismer var for utvannet til a detekteres av analysen. Ved a bruke
lipidomics-datasettet og responsvariablene dgdelighet og vekst for a lage et CIM-plot, ble det funnet et sett
med korrelasjoner mellom enkelte lipidkomponenter og disse responsvariablene. Flere monoacylgycerider
(MAGsS) viste en positiv korrelasjon med dedelighetskoeffisienten, og flere triacylglycerider (TAGs) var
positivt korrelert med vekst. Phosphatidylethanolamines (PEs) viste en sterk negative korrelasjon til
vekstrater.
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Tabell 5-2: Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer £ SD) i férorganismene som ble brukt i

startforings-forsgket pa berggylt.

Artemia

% of total fatty

Cirripeds

% of total fatty

Experimental
cirripeds

% of total fatty

Copepod (n4 - n6)

% of total fatty

Copepod (n1- n3)

% of total fatty

Dry feed

% of total fatty

Rotifers

% of total fatty

Feeds acids *standard | acids *standard | acids *standard | acids *standard | acids +standard | acids *standard | acids #standard
deviation deviation deviation deviation deviation deviation deviation
C14:0 1,45+0,22 1,59+0,12 2,58+0,24 1,97+0,38 2,69+0,17 2,48+- 2,82+0,64
C14:1n5 0+0 0,05+0,01 0,06 +0,01 0,02+0,03 0,03+0,01 0,06 - 0,03+0
C15:0 0,12+0,02 0,28+0,13 0,35+0,18 0,2+0,15 0,19+0,2 0,08 - 0,43+0,02
C16:0 16,95+0,32 14,62+0,8 15,11+0,29 12,77 +£2,39 12,88+0,18 189+- 19,79+5,44
C16:1n5 0,26 £0,01 0,04 +£0,08 0,11+0,13 0+0 0,09+0,13 0,33 - 0+0
C16:1n7 5,91+0,46 3,86+0,24 6,25+0,09 1,35+1,7 1,31+0,2 3,34%- 8,34+3,28
C16:1n9 0,21+0,05 0,17+0,11 0,27 +0,07 0,39+0,2 0,27 +0,12 0,36 £- 0,6+0,13
C17:0 1,24+0,08 0,33+0,02 0,4+0,15 0,22+0,09 0,25+0,01 0,33%- 0,75+0,18
C17:1n7 0,2+0,02 0+0 0,04 +0,07 00 00 0,18 +- 0+0
C18:0 5,09+0,32 3,59+0,5 4,24+0,33 4,2+0,43 4,08 £0,68 3,62%- 3,32+0,48
C18:1n7 8,02+0,63 9,14+0,45 7,79+0,18 4,17+4,1 3,06+0,27 3,38%- 3,09+0,66
C18:1n9 13,52 +0,46 6,08+ 0,25 8,65+0,14 2,28+2,91 0,73+0,31 14,43 % - 13,04 £3,81
C18:2n6 5,46+0,18 0,9+0,06 1,54 +0,06 7,01+£4,78 12,04+1,94 26,85+ - 4,34+0,4
C18:3n3 4,91+04 0,66+0,04 0,63+0,02 7,16 +4,38 18,98 +4,47 3,24 +- 1,58+0,51
C18:3n6 0,33+0,04 0,15+0,04 0,17+0,14 0,36+0,3 0,58+0,72 0,09 +- 0,2+0,02
C18:4n3 0,02+0,03 0,9+0,61 1,08+0,72 2,04+1,76 2,56+3,5 O%- 0,3+0,04
C20:0 0,19+0,01 0,12+0,01 0,14+0,01 0,17 £0,02 0,7+0,14 0,35%- 0,18 +0,02
C20:1n9 0,44 0,09 2,71+0,13 4,03+0,12 0,92+1,49 0,15+0,04 2,13+- 3,05+0,75
C20:2n6 0,15+0 0,62 +0,02 0,55+0,02 1,54 +0,58 3,63+0,59 0,26 - 0,62+0,09
C20:3n3 0,18+0 0,2+0,01 0,14+0,01 0,3+0,08 0,86+0,18 0,16 - 0,46+0,13
C20:4n3 00 0,28+0,19 0,36+0,24 2,73+4,69 4,38+5,43 0%- 1,63+0,33
C20:4n6 4,23+1,93 1,25+0,03 1,18+0,03 1,61+0,25 2,54+0,17 0,99 +- 2,4+0,55
C20:5n3 12,55+1,03 31,92+1,56 27,82+1,18 17,7 £10,79 7,96+4,71 6,97 £ - 4,36 +0,87
C22:0 0,36+0,06 0,11+0,01 0,09 0,02 0,38+0,17 0,63 +0,02 0,26 - 0,13+0,02
C22:1n9 0,03+0 0,17+£0,02 0,23+0,01 0,09+0,09 0,13+0,14 0,07 +- 0,36+0,07
C22:5n3 0+0 0,36+£0,24 0,64+0,23 0,48+0,33 3,85+4,37 0%- 1,23+0,27
C22:5n6 0,03 +0,02 0,18+0,12 0,22+0,15 0,83+0,81 0,66+0,84 0%- 9,52+2,97
C22:6n3 18,08+ 0,31 19,35+ 0,49 14,92 +£0,59 28,71+10,58 14,52+ 6,41 10,8 - 16,77 +2,28
C24:1 0,08 +0,01 0,37 +0,08 0,43+0,03 0,38+ 0,05 0,25+0,03 0,35+- 0,65+0,1
Sum unsaturated fatty acids 25,4+0,81 20,64+1,39 22,9+0 19,91+2,54 21,42+0,78 26,02 - 28,46 +5,23
Sum saturated fatty acids 74,6 0,81 79,36+1,39 77,111 80,09 2,54 78,58+0,78 73,98 +- 71,54+5,23
Sum n3 fatty aicds 35,73+1,14 53,66+ 2,33 45,59+1,1 59,13+7,51 53,11+0,19 21,17 +- 28,73+5,42
Sum n6 fatty aicds 10,21+1,82 3,11+0,07 3,66+0,98 11,35+5,57 19,45+1,13 28,19+~ 15,33+4,72
EPA/DHA 0,69 +0,05 1,65+0,04 1,86+0,15 0,9+1,06 0,53+0,09 0,65+- 0,24+0,1
Total lipids (% of dry weight) 21,28+1,82 9,56 +0,95 12,61+1,2 9,14+0,74 11,69 + 3,35 16,4 + - 16,25+ 1,72
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Tabell 5-3: Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer £ SD) i berggyltlarver foret med 4 forskjellige
foringsregimer pa dag 48 etter klekking.

Exp. Cirripeds - Copepods - Copepods -
Treatment Cirripeds Rotifer - Artemia Artemia Cirripeds
% of total fatty % of total fatty % of total fatty % of total fatty
Larvae acids tstandard | acids *standard | acids tstandard | acids +standard
deviation deviation deviation deviation
C14:0 0,99 +0 0,76 +0,25 0,73 £0,26 0,91 +0,09
C14:1n5 00 00 00 0,01 +0,01
C15:0 0,310 0,31 +0,02 0,22 +0,13 0,22 +0,12
C16:0 18,1 +0 17,71 £0,71 17,86 £1,42 18,2 +0,42
C16:1n5 00 00 0,08 +0,14 0,08 +0,14
C16:1n7 1,99 +0 1,82 +0,15 1,82 +0,03 1,96 +0,04
C16:1n9 0,36 0 0,47 £0,03 0,39 0,1 0,31 £0,06
C17:0 0,42 £0 0,59 +0,01 0,64 £0,22 0,42 +0,03
C17:1n7 0,37 0 0,51 +0,06 0,44 £0,32 0,24 £0,21
C18:0 7,25 £0 7,8 £0,37 7,84 +1,26 6,81 +0,29
C18:1n7 3,13 +0 3,51 £0,17 3,65 0,58 3,22 £0,23
C18:1n9 12,33 +0 12,47 £0,29 12,54 +0,45 12,8 +0,28
C18:2n6 17,41 +0 16,11 £1,07 14,28 +4,92 19,1 +0,28
C18:3n3 1,58 +0 1,51 £0,03 1,45 £0,21 1,72 £0,05
C18:3n6 0,91 +0 0,32 0,28 0,24 0,23 0,37 £0,23
C18:4n3 0,95 0 0,58 +0,04 0,33 £0,31 0,56 +0,48
C20:0 0,16 0 0,2 £0,01 0,24 +0,05 0,2 £0,01
C20:1n9 1,42 +0 1,19 £0,03 1,15 0,16 1,49 £0,05
C20:2n6 0,59 +0 0,57 +0,01 0,54 £0,1 0,67 +£0,03
C20:3n3 0,22 +0 0,14 0,01 0,15 0,01 0,16 +0,01
C20:4n3 0,49 +0 0,19 +0,01 0,19 +0,19 0,32 +0,28
C20:4n6 2,04 +0 4,07 £0,21 4,71 +1,74 1,75 0,1
C20:5n3 7,59 £+0 6,53 £0,3 6,51 +£0,37 7,9 £0,57
C22:0 0,19 +0 0,31 +0,03 0,32 £0,07 0,18 +0,02
C22:1n9 0,09 +0 0,07 +0 0,07 +0,01 0,08 +0
C22:5n3 1,1+0 1,04 £0,04 3,57 £4,51 0,66 £0,57
C22:5n6 0,79 0 2,8 £0,15 2,26 £2,17 0,58 +0,5
C22:6n3 18,81 +0 18,09 +0,1 17,41 £4,59 18,74 £0,71
C24:1 0,41 +0 0,32 +0,03 0,35 +0,02 0,36 +£0,01
Sum unsaturated fatty acids 27,41 +0 27,68 +0,68 27,86 +0,12 26,93 +0,66
Sum saturated fatty acids 72,59 +0 72,32 +0,68 72,14 +0,12 73,07 +0,66
Sum n3 fatty aicds 30,73 £0 28,09 £0,19 29,61 £0,51 30,05 £0,18
Sum n6 fatty aicds 21,75 +0 23,88 1 22,03 £1,52 22,47 £0,82
EPA/DHA 040 0,36 £0,02 04 +0,14 0,42 £0,01
Total lipids +% of dry weight 23,04 0 15,78 +2,67 14,94 +£1,26 18,7 £1,2
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Figur 5-7: Principal component analysis (PCA) av fettsyreprofil i berggyltlarver pa ulike tidspunkt under
startforingsforsgket i tilknytning til overganger mellom fértyper. Den fargede bakgrunnen representerer foret
larvene hadde spist i dagene far prgvetakingen. Fargekodingen er den samme som er brukt i Tabell 5-1: Lys
gul= Rotatorier; Gul= Artemia; Mark gul= terrfor; Bla= Rur; Grenn= hoppekreps. Den svarte sirkelen
omrisser plommesekklarver 4 dager etter klekking og far farste foring.

5.2.6 Genuttrykk

Den starste forskjellen i genuttrykk ble funnet mellom gruppene startet pa rotatorier (som var anriket) og
larver som fikk naturlig for (hoppekreps og rur). Innenfor den siste gruppen gitt naturlig for var det liten
forskjell i antall gener som var opp- eller nedregulert, og vi fant en stor forskjell i uttrykk av gener som er
involvert i forlenging av fettsyrer, som var oppregulert i rotatorie/Artemia-gruppen (Fig. 5-8). Forskjellene
peker pa forskjellene i lipider som larvene fikk tilfart via foret. Naturlige fororganismer slik som hoppekreps
og rur har ofte hgyt innhold av polart fett (Bell & Sargent, 2003; Tocher et al., 2008), mens kommersielle
anrikningsdietter somoftest har store mengder ngytrale lipider. | tillegg vil Artemia konvertere polare lipider
i anrikningen til ngytrale lipider pa relativt kort tid (Guinot et al, 2013). Dermed var utfordringen med a
metabolisere ulike lipider fra den farste fortypen larvene spiste fortsatt synlig i larvene, selv etter at de hadde
utelukkende spist det samme formulerte foret i 12 dager. Kanskje mer interessant var det at vi ikke fant noen
effekt av den andre férorganismer larvene spiste (anrikede Artemia og S. balanoides). Dette indikerer den
veldige viktige rollen den farste fortypen en fiskelarve spiser. Genuttrykk og metabolske baner er vist i
KEGG Pathway Maps i Figur 5-9a-f. Figur 5-9a, b og ¢ sammenlikner fisk féret med uanrikede fér som
farste for (hoppekreps og Exp Cir) med larver som fikk anrikede rotatorier de farste dagene. Her kan man
tydelig se store forskijeller i metabolsk aktivitet. Disse forskjellene blir mindre nar man sammenlikner larver
som har spist hoppekreps og rur som sitt farste for (Fig. 5-9d & e). Ved & sammenlikne de to behandlingene
som begge fikk hoppekreps som sitt farste for (Cop — Cir og Cop — Art) kan vi se at det nesten ikke er noen
forskjeller i genuttrykk mellom disse (Fig. 5-9f) som understatter at det ikke er noen effekt av den andre
fértypen larvene fikk (Artemia og S. balanoides).
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Figur 5-8: Forskjeller i genuttrykk hos berggyltlarver gitt fire forskjellige féringsregimer 48 dager etter
klekking. Sgylene viser antall gener som er enten opp- eller nedregulert for de ulike behandlingene
sammenliknet med hverandre, vist som gjennomsnittlig antall + SD.
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Figur 5-9a: KEGG Pathway Map of differential gene expression hos berggyltlarver i Cop — Art behandlingen
og Rot-Art behandlingen 48 dager etter klekking. Grant indikerer gener som er oppregulert i den fgrstnevnte
behandlingen, og redt representerer gener som er oppregulert i den andre behandlingen. Blatt indikerer
forskjellige gener som er involvert i samme pathway som er oppregulert i begge behandlinger.
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Figur 5-9b: KEGG Pathway Map of differential gene expression hos berggyltlarver i Exp. Cir - Cir
behandlingen og Rot - Art behandlingen 48 dager etter klekking. Grgnt indikerer gener som er oppregulert i
den farstnevnte behandlingen, og red representerer gener som er oppregulert i den andre behandlingen. Blatt
indikerer forskjellige gener som er involvert i samme pathway som er oppregulert i begge behandlinger.
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Figur 5-9c: KEGG Pathway Map of differential gene expression hos berggyltlarver i Cop - Cir behandlingen
og Rot - Art behandlingen 48 dager etter klekking. Grgnt indikerer gener som er oppregulert i den fgrstnevnte
behandlingen, og red representerer gener som er oppregulert i den andre behandlingen. BIatt indikerer
forskjellige gener som er involvert i samme pathway som er oppregulert i begge behandlinger.

Cop — Art vs. Exp Cir - Cir

Figur 5-9d: KEGG Pathway Map of differential gene expression hos berggyltlarver i Cop — Art
behandlingen og Exp Cir - Cir behandlingen 48 dager etter klekking. Grent indikerer gener som er
oppregulert i den farstnevnte behandlingen, og red representerer gener som er oppregulert i den andre
behandlingen. Blatt indikerer forskjellige gener som er involvert i samme pathway som er oppregulert i
begge behandlinger.
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Exp Cir - Cir vs. Cop - Art

Figur 5-9e: KEGG Pathway Map of differential gene expression hos berggyltlarver i Exp Cir — Cir
behandlingen og Cop - Art behandlingen 48 dager etter klekking. Grant indikerer gener som er oppregulert
i den farstnevnte behandlingen, og rad representerer gener som er oppregulert i den andre behandlingen.
Blatt indikerer forskjellige gener som er involvert i samme pathway som er oppregulert i begge behandlinger.

Cop — Cir vs. Cop - Art

Figur 5-9f: KEGG Pathway Map of differential gene expression hos berggyltlarver i Cop — Cir behandlingen
og Cop - Art behandlingen 48 dager etter klekking. Grant indikerer gener som er oppregulert i den
farstnevnte behandlingen, og red representerer gener som er oppregulert i den andre behandlingen. Blatt
indikerer forskjellige gener som er involvert i samme pathway som er oppregulert i begge behandlinger.
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5.2.7 Mikrobiologi

Betadiversiteten (forandringsrate, jfr. Appendix A) i bakteriesamfunnet i berggyltlarvene, de ulike
férorganismene, og vannet i tankene skilte seg fra hverandre (Fig. 5-10), og forskjellene var signifikante
(PERMANOVA; p<0,001). Formikrobiotaen viste likheter i det mikrobielle samfunnet med bade
berggyltlarvene og vannprgvene. Tidspunkt for preveuttak hadde stor pavirkning pa det mikrobielle
samfunnet i vannprgvene, som ikke er noen stor overraskelse siden forsgket ble gjennomfart i
gjennomstrgmskar. Selve larvene var forskjellige seg imellom med hensyn til betadiversitet. Exp Cir — Cir-
behandlingen var forskjellig fra de tre andre behandlingene, hvorav disse ikke var forskjellige fra hverandre.
Dette kan forklares av en hgyere diversitet i det mikrobielle samfunnet for larver i Exp Cir — Cir behandlingen
(Simpson 0,14 vs. 0,06, 0,06 og 0,06). Vi hadde bare praver til mikrobielle analyser pa dag 32 etter klekking
0g utover, og interessant nok var forskjellene starst pa dag 32 og ble mindre mot slutten av forsgket nar alle
behandlingene mottok samme for. Alle resultatene pa mikrobiologi er presentert i Appendiks A - Ballan
wrasse (Labrus bergylta) start-feeding experiment microbiome analysis report, og ytterligere informasjon
vil bli presentert i masteroppgaven til Carmo, A.l. (jfr. Kap. 9).
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Figur 5-10: Betadiversitet (jfr. Appendiks A) i det mikrobielle samfunnet hos berggyltlarver, for og vann.
(Venstre) Sortert etter fortype, og (Hayre) etter samplingstidspunkt. Hvert punkt representerer den totale
mikrobielle strukturen av en prgve i 2D. Hvis mer enn to prgver ville ha veert identiske med hensyn til
mikrobielt samfunn, ville disse overlappet perfekt i plottet. Jo mer forskjellig prevene er, jo lengre fra
hverandre vil de vises i plottet.

5.3 Diskusjon

Fiskelarver utviser ofte hgy dedelighet i de tidlige livsstadiene, og det & forsta arsaker og effekter av
dedelighet hos larver er en formidabel utfordring (Houde 2008). De vanligste naturlige arsakene til
dadelighet hos fiskelarver er erngring og predasjon (Cushing 1974, Lasker 1981, Cury and Roy 1989) og
disse er ogsa trolig overlappende, men det sistnevnte kan i alle fall utelukkes i et forsgksoppsett.
Hovedvariabelen i dette forsgket var foret (ernzring), og forskjellene var store. Vi vet fra tidligere at
hoppekreps gir bedre vekst og overlevelse hos flere marine fiskeslag (Stettrup & Norsker 1997, @ie et al.
2017) enn tradisjonelle levendefororganismer. Dette kan forklares med at de fleste fiskelarver spiser
hoppekreps de forste dagene etter klekking i sitt naturlige miljg, og at de derfor er tilpasset fiskens
ernaeringskrav. Nauplier av rur kan ogsa veere et naturlig for for enkelte fiskelarver, men i dette forsgket ble
det pavist hegy dadelighet og lav vekst for larvene som fikk Exp. Cirriped diet som sitt farste for. Dette kan
muligens forklares med at larvene fikk for lite for, siden omtrent 50 % (i antall) av naupliene trolig var for
store for at berggyltlarvene var i stand til a spise disse rett etter klekking.

De forskijellige foringsregimene hadde stor effekt pa berggyltlarvene. Larver som fikk hoppekreps som deres
farste for viste signifikant hayere overlevelse sammenliknet med de som fikk rotatorier de farste ukene etter
klekking. Dette er ikke i trad med resultater vist i @ie et al. (2017) hvor anrikede rotatorier ga lik overlevelse
som hoppekreps, mens uanrikede rotatorier ga lavere overlevelse; i dette forsgket ga anrikede rotatorier hgy
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dagdelighet og lav vekst i perioden med rotatorieféring. Lengdedata presentert i Hansen et al. (2013) var i
samme omrade som i dette forsgket frem til dag 40 etter klekking, hvoretter de observerte en bratt stigning i
vekstrater som ble forklart med en vellykket terrfortilvenning. Dette ble ikke observert i vart forsgk, og kan
forklares med at Hansen et al. brukte hgyere og konstant temperatur enn vi gjorde, som i praksis ga 100
ekstra degngrader for fisken i deres forsgk over de 48 dagene.

Forbeining var avhengig av lengden pa fisken med bare liten pavirkning av foringsregimer. Forbeiningen
startet ved omtrent 6 mm SL og var ferdig ved 10 mm SL. Vi fant en forsinkelse i forbeining av ryggvirvlene
i noen behandlinger, kanskje spesielt hos de starste larvene i behandlingene som fikk hoppekreps som sitt
forste for. | snitt nadde larvene 6 mm SL rundt dag 25 etter klekking, tidspunktet hvor tgrrforet ble
introdusert. Apenbart n&dde fisk som vokste raskere i begynnelsen terskelen for p&begynnende forbeining
ved 6 mm tidligere, og pa et tidspunkt hvor den andre fororganismen ble introdusert (Artemia og S.
balanoides). Forbeinings-scoren viser at bade Cop — Cir og Cop — Art behandlingene hadde et starre innslag
av store larver med lav forbeinings-score. Ved sammenlikning med Rot — Art behandlingen, som hadde
fullstendig forbeining hos alle larver >9-10 mm SL, men vokste sakte i begynnelsen, kan dette tyde pa at
tilskudd av ngdvendige mineraler inntraff pa et bedre tidspunkt med hensyn til larvenes starrelse i Rot — Art
behandlingen og dermed ga bedre forbeining. Et viktig element for forbeining er fosfor, som ma tas opp
gjennom foret, og fosfornivaet er vanligvis hayt i formulert for (f.eks. 1,3 % P i gemma micro) sammenliknet
med f.eks. anriket Artemia som har en stgrrelsesorden lavere P-innhold (0,08 — 0,15 % av kroppsvekt med
bruk av ulike anrikningsprodukter; de Azevedo et al., 2021). Det er derfor mulig at forbeiningen var
begrenset av tilgjengelig fosfor for larvene som vokste raskest, og at de mindre larvene nadde grensen for
forbeining pa det tidspunktet tarrforet ble introdusert.

Larvene som fikk hoppekreps i begynnelsen og deretter CryoPlankonLarge hadde bedre score for bade tarm-
og leverhistologi. Det hayere overflatearealet funnet i tarmen ga hayere tilgjengelighet av energi og medfarte
at larvene lagret glykogen i leveren, mens larver i de andre behandlingene trolig ikke fikk nok energi til &
lagres. Foravhengige forskijeller i energilagring har ogsa blitt vist for torsk, hvor larver foret med polart fett
lagret mer energi enn de som fikk samme fettsyrer i den ngytrale formen. Slike resultater viser at sma
forskjeller i tidligernaring hos fiskelarver har betydning for senere utvikling, og at denne kursen kan bli
ytterligere endret med det neste foret larvene far.

Fettsyresammensetningen i en organisme reflekterer ofte det som organismen har spist, og derfor brukes ofte
fettsyreprofiler til & rekonstruere foringshistorikk (Dalsgaard & John 2004, Perga et al. 2006) og habitatbruk
(Hielscher et al. 2015) innen gkologi. | dette forsgket viste vi at fiskelarvene grupperte i henhold til hvilket
for de hadde spist i lgpet av den siste perioden. Dette understreker hvor dynamisk og raskt
kroppssammensetningen til en fiskelarve kan underga endringer. Selv om fettsyrer spiller en viktig rolle for
helsen, er det svert lite tilgjengelig informasjon om hvordan ulike lipidkomponenter pavirker tidlige
livsstadier i fisk. Ved & bruke lipidomics fant vi et utvalg lipider som korrelerte med vekst og overlevelse
hos berggylt. Det ser uttil & veere et potensiale i & bruke lipidomics til & vurdere kvalitet og ytelse i fiskelarver,
0og STARTRENS-prosjektet er et steg pa veien i a lgse opp i sparsmal rundt hvordan lipider spiller inn i livet
til en fiskelarve utover lipidklasser og fettsyrer. Denne typen kunnskap kan brukes til & fa en mer mekanistisk
forstaelse om fiskelarver i oppfalgingsstudier.

Analyser av genuttrykk viste at det var store forskjeller mellom larver som ble startforet pa anrikede
rotatorier og larver som fikk naturlige for (rur og hoppekreps), og disse forskjellene var i stor grad relatert
til oppregulering av gener som er involvert i forlenging av fettsyrer. Det mest interessante her var at
analysene pa genuttrykk ble utfert pd fisk som hadde spist samme tarrfor 14 dager, og dermed at
utfordringene i & handtere lipider fra ulike kilder (anrikning vs. naturlig dyreplankton) fortsatt var synlig i
det metabolske fingeravtrykket til larvene pa dag 48 etter klekking. Det er ogsa verdt & merke seg at vi ikke
fant noen effekt av den andre fortypen larvene ble introdusert til; anriket Artemia og CryoPlanktonLarge,
nar det gjelder genuttrykk. Dette underbygger igjen viktigheten av det farste foret en fiskelarve far.
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5.4 Konklusjon og anbefaling

Basert pa resultatene av dette forsgket kan det gjeres falgende anbefaling. | et foringsregime for berggylt bar
rotatorier byttes ut med hoppekreps, siden behandlingene som fikk hoppekreps til & begynne med viste
hgyere overlevelse. Den andre fortypen som skal introduseres etter hoppekreps kan vere CryoPlanktonLarge
(S. balanoides) som en erstatter til Artemia. Selv om dette foret viste ssmmenliknbar vekst med Artemia, sa
viste histologiske analyser av tarm og lever bedre kapasitet for fordgying og energilagring nar larvene spiser
rur-nauplier. | tillegg viser genuttrykk-mgnster at rurnauplier som for nummer to har lik effekt som
hoppekreps, sa det trengs muligens mindre omstrukturering av metabolske prosesser. Til sist ser det ut som
at terrfortilvenningen bar handteres mer dynamisk hos berggylt enn det vi gjorde i dette forseket, hvor vi
pabegynte terrfortilvenning pa dag 32 etter klekking, uavhengig av larvenes starrelse. Terrfortilvenningen
ber starte nar larvene nar "flexion" som inntrer ved 6 -7 mm SL. Siden stgrrelsesvariasjonen i
larvepopulasjoner generelt, og serlig hos berggylt, kan veere stor, vil larvene kunne na flexion-stadiet
tidligere enn forventet ved bruk for som bidrar til god vekst. Larver som nadde 6 mm terskelen for forbeining
farst i vart forsgk hadde mindre forbeining enn de andre, og dette kan vere en effekt av fosforbegrensning
eller begrensning av andre mineraler.
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6 Utvikling av optimalisert startféringsregime for rognkjeks (AP2)

Rognkjeks (Cyclopterus lumpus) er en av de mest brukte rensefisk i kampen mot lakselus i norske
laksemerder. Den lever hovedsakelig i nordlige deler av Atlanteren, og er aktiv som rensefisk ned til 4 °C
(Nytrg et al., 2014). | oppdrett trenger leppefisk opptil 1,5 ar fer de kan settes ut i merd, mens rognkjeks kan
settes ut allerede etter 4-9 maneder (Powell et al., 2018). Det er enklere & produsere rognkjeksyngel enn
yngel av berggylt, og kommersiell produksjon av rognkjeks har gkt fra under én million til over 30 millioner
fisk mellom 2012 og 2016 (Havforskningsinstituttet, 2021; Fiskeridirektoratet, 2020). En av flaskehalsene i
yngelproduksjonen av rognkjeks er at produsentene fortsatt er avhengige av egg fra villfangede gytefisk, og
gkende fangst er motstridende til klassifiseringen av arten som «nesten truet» i redlista til Verdens
naturvernunion (Lorance et al. 2015).

De farste ukene av fiskeyngelens liv er avgjgrende for senere suksess. Startforing av rognkjekslarver er en
av de viktigste flaskehalsene for videre utvikling av yngelproduksjonen (Powell et al., 2018). Nar de skal
begynne a spise, er rognkjekslarvene starre og bedre utviklet enn de sma pelagiske fiskelarvene, som for
eksempel berggylt- og torske-larver. De har ogsa forskjellige krav til produksjonsmetoder og dyrehold.
Rognkjekslarvene fores gjerne med tarrfor fra starten, og det brukes fjererur i enkelte kommersielle anlegg,
og vekst og overlevelse er variabel. Tarrforet er utviklet for andre marine fiskearter, og neringskravet til
rognkjekslarver er lite kjent. Fra andre arter med pelagiske larver vet vi at startféringen de farste ukene i
larvenes liv kan pavirke yngelkvaliteten, og pavirkninger i tidlige larve-stadier kan medfare langvarige
endringer i vekst og fysiologiske responser.

Pelagiske fiskelarver ma ha levende startfor, og de har lite utviklet fordgyelsesapparat og ingen magesekk
nar de skal begynne a spise (Kjarsvik et al., 2004). Rognkjekslarver utvikler magesekk nar de er ca. 8 — 10
mm lange og rett etter at siste rest av plommesekken er brukt opp, 21 — 34 dager etter klekking (Marthinsen,
2018). Startforing med formulert for kan pavirke tarmepitelet negativt og leverens energistatus, og redusere
vekst og overlevelse (Marthinsen, 2018), og tidlig feilernaering ferer til darligere velferd (f.eks.
skjelettutvikling, problemer med tilvenning til formulert f6r) (Powell et al., 2018) og kan bidra til mindre
evne til & spise lus etter utsett i merdene.

I naturen spiser rognkjekslarver og -yngel hovedsakelig krepsdyr av passende stgrrelse (Ingoélfsson and
Kristjansson, 2002). A bruke hoppekreps i startféringen av marine kaldt-vanns fiskelarver har gitt svert god
vekst og overleving i forhold til bruk av rotatorier og Artemia (Shields et al., 1999; Karlsen et al., 2015, Die
et al., 2017). Marine fiskelarver trenger generelt hgye niva av flerumettede fettsyrer (som DHA og EPA),
helst inkorporert i byttedyrenes fosfolipider (i membraner og nervevev). Dette finner vi sarlig i marine
planktonorganismer som hoppekreps og andre krepsdyr. Disse organismene har ogsa generelt hgyere innhold
av protein og frie aminosyrer enn hva vi finner i rotatorier og Artemia.

Ved NTNU har vi imidlertid erfart at rognkjekslarver som startfores med anrikede Artemia far mye bedre
vekst og overleving enn larver som far bade formulert for og hoppekreps (Hanssen, 2018, Marthinsen, 2018).
Rognkjekslarver sitter helst «sugd» fast til substratet, og andre starre krepsdyr enn kopepoder kan vere
interessante som fér. Rurlarver er planktoniske i flere uker (Lopez, 2012), og er sannsynligvis en naturlig
forkilde for demersale fiskelarver som rognkjeks. Vi har testet effekten av & fore rognkjekslarver med
forskjellige byttedyr-typer (anrikede Artemia, rurlarver, kultiverte hoppekreps og formulert fér) og
forskjellige for-regimer pa vekst, overlevelse og flere biologiske markarer for larvenes ernaringsstatus, som
beinutvikling, leverens energistatus, muskelutvikling, biokjemisk sammensetning og molekylare responser
i rognkjekslarvene. Forsgket varte gjennom hele startforingsfasen, fram til 35 dager etter klekking.

6.1 Materialer og metode

Ubefruktede rognkjeksegg fra atte villfangede hunnfisk og melke fra én hann ble sendt fra Akvaplan-NIVA
i Tromsg til NTNU Sealab. Eggene ble blandet og fordelt i 15 grupper (&4 300 ml egg) som ble befruktet og
lagt i separate inkubatorer. Det var én inkubator (FT familieklekker, Fish Tech AS, Norway) over hvert
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startforingskar, slik at nyklekte larver ble overfgrt direkte til startféringskarene. Inkubatorer og larvekar var
forsynt med gjennomstremmende sjovann (34 ppt saltholdighet, 10 °C, filtrering 1 um). Inkubatorene ble
holdt markt fram til klekking.

Volum i startforingskarene var 100 liter, vannutskiftingsraten (VUR) og maskevidde pa utlgpet var tilpasset
fortypene; (1) 300-600 % VUR dag™ og 100 um maskevidde for hoppekreps, (2) 1200 % VUR dag™ og 350
um maskevidde for rurlarver, og (3) 2400 % VUR dag™ og 750 um maskevidde for Artemia og formulert
for. Karene ble luftet forsiktig med trykkluft gjennom en lufteslange ved bunnen rundt utlgpet.
Vanntemperatur ble malt daglig (2000T Digital Thermometer, Digitron, England). Oksygen-niva ble malt
daglig (ProODO Optical Dissolved Oxygen Instrument, YSI, USA) og ble holdt over 80 % metning ved a
justere luftingen i karene. For a gi larvene gkt overflate a feste seg til, hang vi 2-3 silikonmatter (ca. 15 x 20
cm) i karene i perioden 2 — 24 dager etter klekking. Det ble brukt kontinuerlig lys (lysrer) over karene
gjennom hele startforingsforsgket. Karene ble roktet daglig ved hjelp av en innebygd rensearm (bunn og
karsider), én gang per dag for féring med levendefér, og minst to ganger per dag for féring med formulert
for. Dade larver ble telt etter hver rgkting.

6.1.1 Foringsregimer

Fem forskjellige féringsregimer ble brukt i forsgket, og tre kar ble brukt for hver behandling. Larvene fikk
forskjellig for i perioden 2 — 21 dager etter klekking, og ble tilvennet formulert for mellom 21 og 25 dager
etter klekking (gradvis overgang), se oversikt i Tabell 6-1.

Larver i gruppen «formulert for» (FD) fikk Gemma micro 150 fra 2-9 dager etter klekking, sa en blanding
av Gemma micro 150 og 300 ved 10-16 dager etter klekking, og kun Gemma micro 300 fra dag 17.
«Artemia»-larvene (Art) ble foret med Artemia i 2-20 dager etter klekking, sa tilvennet formulert for med
1:1 mix av Gemma micro 150 og 300 ved 21-25 dager etter klekking, og deretter ble de foret med Gemma
micro 300. Foring med «cirripedier» (Cir) ble gjort ved 2-20 dager etter klekking, og med tilvenning til
formulert for som for Artemia-gruppen. Gruppene som fikk «hoppekreps/formulert for» (Cop/FD) og
«hoppekreps/cirrepedier» (Cop/Cir) fikk hoppekreps fra 2-9 dager etter klekking, ble fra 10-20 dager etter
klekking tilvennet enten lik blanding av Gemma micro 150 og 300, eller CryoPlanktonLarge. Begge disse
gruppene fikk blandingen av formulert for i 21-25 dager etter klekking, og ble foret med Gemma micro 300
fra 26 dager etter klekking og fram til forsgkets slutt ved 35 dager etter klekking.

Tabell 6-1: Oversikt over foringsregimene i startféringsforsgket med rognkjekslarver, med perioder for de
ulike fortypene i lgpet av forsgket. FD=Formulert for, Art=Artemia, Cir = CryoPlanktonLarge Cop =
Hoppekreps (Acartia tonsa), ind = individer. Gjennomsnittlig sterrelse for de ulike byttedyr er angitt i
parentes bak hver fortype, for cirripedier og hoppekreps er dette informasjon fra leverandgren/produsenten.

Behandling Fortype og perioder (dager etter klekking)
2 — 9 dager etter klekking | 9 — 21 dager etter klekking | 21 — 35 dager etter klekking
FD GEMMA 150 GEMMA 150 & 300 GEMMA 300
Art Artemia (1200 um) GEMMA 300
(Artemia 21 — 25 dager)
Cir CryoPlanktonLarge (350 um) GEMMA 300
(CryoPlanktonLarge dag 21 — 25)
Cop/FD A. tonsa (185-394 um) GEMMA 150:300 GEMMA 300
(A. tonsa dag 10 — 16)
Cop/Cir A. tonsa (185-394 um) CryoPlanktonLarge GEMMA 300
(5400 — 7800 ind)
(A. tonsa dag 10 — 16) (CryoPlanktonLarge dag 21-25)
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6.1.2 Formulert for, levendefor og prosedyrer

Levende byttedyr ble overfart til forreservoarer (20 liters glkanner i plast (KeyKeg, OneCircle, Netherlands)
med kraftig lufting; disse ble fylt opp med sjgvann til 20 liters-merket. Levendeforet ble transportert gjennom
silikonslanger til larvekarene ved hjelp av peristaltiske pumper (Kronos 50, Seko, Italia).

Artemia:
Artemiacyster (EG ®, INVE Aquaculture,, Belgia) ble klekket (25-28 °C) og separert fra cysteskallene i
henhold til INVE's protokoller. Nyklekte Artemia ble overfgrt til anrikningstanker med maks tetthet 300
nauplii mL™, og anriket etter protokoll med 10 g Multigain (BioMar AS, Norway) per 60 L sjgvann. Etter
18 timer ble samme dose tilsatt igjen, og naupliene ble hgstet ca. seks timer etter siste anrikning far utféring
til larvene.

CryoPlanktonL arge:

Kryopreserverte kuber av produktet "CryoPlanktonLarge" (cirripedie-nauplier av Semibalanus balanoides
med kryobeskyttende middel), lagret i flytende nitrogen (-196 °C), ble levert av Planktonic AS to ganger i
lgpet av forsgket. Foret ble tint og revitalisert far utforing til larvekarene etter prosedyre fra produsenten (se
ogsa Kap. 5.1.2).

Hoppekreps (copepoder):

Fire ganger i lgpet av forsgket leverte CFEED AS hoppekreps av arten Acartia tonsa, naupliestadium 4
("N4"), i 1 m® beholdere (IBC-kontainer), sammen med 20 liters-beholdere med mikroalgen Rhodomonas
baltica for vedlikeholdsforing av hoppekrepsen. Hoppekrepsen ble lagret kaldt ved 5 °C frem til de ble foret
ut i lgpet av 3-5 dager etter ankomst. Rognkjekslarvene ble hovedsakelig féret med nauplier som var i
stadium N4 til N6, men ogsa kopepoditter i stadium C1 pa de siste dagene av hver lagringsperiode som en
konsekvens av pavekst under lagring (stgrrelser: 185 — 394 pum lengde).

Formulert for:

Formulert-forene  GEMMA micro 150 og GEMMA micro 300 ble brukt i forsgket, disse har
partikkelstarrelse mellom henholdsvis 100-200 um og 200-500 um (Skretting, 2021a, Skretting, 2021b).
Utféring ble gjort med en tids-/mengde-styrt férautomat (Sterner 905, Fish Tech AS, Norway) som var
installert over hvert kar. Férautomatene ble styrt online med systemet «Normatic WebServer” (Normatic
AS, Norway), med utféring mellom 4 og 24 ganger per dag.

6.1.3 Prgvetaking og analyser

Praver av fiskelarver, for og vann ble tatt hver dag en ny fértype ble introdusert, ved 2, 9, 15, 21, 29 og 34
dager etter klekking. Larvene ble samlet «tilfeldig» fra hvert kar, og alle ble bedgvd med en overdose av
tricaine metansulfonate (MS-222, Finquel ®, Argent Chemical Laboratories Inc., USA) blandet i sjgvann
far videre bearbeiding.

Standard lengde- oqg terrvekt, overlevelse:

Larver (n=15) ble tilfeldig tatt ut fra hver tank ved alle prgvetakingstidspunkt. Larvene ble fotografert
gjennom stereolupe med kamera (Leica MZ75, Leica Microsystems, Germany; Zeiss Axiocam ERc 5s, Zeiss
Inc., Germany), og standard lengde (SL) ble malt fra snutetipp til enden av notokorden med
bildebehandlingsprogrammet ImageJ (Schneider et al., 2012). Larvene ble deretter skylt i destillert vann,
plassert i oppveide tinnkapsler og vatvekt (WW) ble registrert med mikrovekt (UMX2 Ultra-microbalance,
Mettler-Toledo, USA). Larvene ble sa tarket ved 60 °C i minst 24 timer far terrvekten (DW) ble registrert.
Spesifikk vekst-rate (SGR) ble beregnet fra fglgende likning (Houde & Schekter, 1981):
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SGR = (InW2 — InW1)/(t2 — tl)
hvor W2 og W1 er individuell larvevekt ved henholdsvis tider t2 og t1.

Verdiene for SGR ble brukt til & beregne prosent daglig tilvekst (DWI) etter falgende likning (Houde &
Schekter, 1981):

DWI=(e SGR—1)-100%
Ved avslutning av forsgket (35 dager etter klekking) ble alle overlevende larver samlet, avlivet med en
overdose MS-222 og telt opp. Minst 250 fisk per kar ble tilfeldig tatt ut og fiksert i 4% paraformaldehyde
(PFA) i fosfatbuffer (pH 7.4, Apotekproduksjon AS; Oslo) og lagret kjglig for senere fotografering og maling
av standard lengde som beskrevet over. Dette ble gjort for & sjekke om det var skjevhet i var standard
provetaking for larvestarrelser.

Lever- og muskelhistologi:

Femten larver fra hver behandling ble samlet ved 2, 9, 21 og 35 dager etter klekking, og de ble fiksert samlet
i 4% paraformaldehyde (PFA) i fosfatbuffer (pH 7.4). Fem av disse ble skylt i fosfatbuffer, fotografert og
SL ble malt, fer de ble dehydrert og innstept i Technovit 7100. Kroppen foran anus ble brukt for lengdesnitt
og leveranalyser, omradet rett bak anus ble snittet for tverrsnitt og muskelanalyser. Histologiske snitt (2 pm)
ble laget med en Leica Reichert Ultracut microtome (Leica Microsystems, Tyskland) og glasskniv. Snittene
ble farget med 0,05 % toluidine blatt (Honeywell Riedel-de-Haén™, Germany), og noen leversnitt ble ogsa
farget med enkelte praver ble ogsa farget med «Alcian BIa - Periodic Acid Schiff» (ABPAS) for verifisering
av glykogen i leveren. Snittene ble scannet i 40x forstarrelse i en digital slide scanner (Hamamatsu
NanoZoomer) og bildene ble undersgkt ved bruk av bildebehandlingsprogramvarene OuPath og ImageJ.

Leverutvikling:

Kvantitative analyser av leveren ble gjort med bildebehandlingsprogrammene QuPath v.0.2.3 (University of
Edinburgh, Scotland) og ImageJ v.1.53k (Schneider et al., 2012). Polygon verktagyet i QuPath ble brukt for
a male hepatocytt-kjernens starrelse og antall kjerner i et oppmalt grid-omrade, Dette ble brukt for a estimere
gjennomsnittlig kjernesterrelse og antall kjerner ble brukt for a estimere gjennomsnittlig sterrelse pa
levercellene: (Ajiyer/ Npuciei), s€ Fig. 6 — 1. Gjennomsnittlig ble 264 levercelle-kjerner malt i hver larve.
Hver grid ble eksportert til ImageJ, og en punktgrid ble brukt for & estimere vakuolefraksjonen i levercellene

(Avacuoles /Aliver)'
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Figur 6-1: Langsgaende snitt for leveranalyser av rognkjekslarver. A) En larve fra "Art"-behandlingen pa
dag 35 etter klekking. B) En Cop/FD larve pa dag 21 etter klekking. C) Levervevet med en cellekjerne (rad
sirkel) og to eller flere nukleoli (lilla sirkel). De sorte pilene indikerer vakuoler i levercellene. Malestokk:
ImmiAogB;o0g50umiC.

Muskelutvikling og -vekst:

Alle rade og hvite muskelfibre in den gvre venstre kvadranten i larvekroppen rett bak anus ble telt og
starrelsen pa hver fiber ble malt (Fig. 6-2) som i Vo et al. (2016), ved & bruke programmet QuPath-0.2.3.
Parametere som ble malt og beregnet var fiberstgrrelse og antall muskelfibre. De 350 stgrste hvite fibrene
og de 30 starste rade ble brukt til & beregne hvordan muskelfibre vokste i starrelse (hypertrofi). Det totale
arealet av bade hvit og red muskel ble malt ved & summere det totale arealet for alle muskelfibrene. Antallet
rede og hvite fibre ble brukt som mal for rekrutteringen av nye muskelfibre (hyperplasi). Mosaisk hyperplasi
(«voksen» muskelrekruttering) ble definert ved observerte sma hvite fibre (<100 pm) mellom allerede
eksisterende hvite fibre. Totalt muskelareal, antall fibre og fiberstarrelser ble testet statistisk for & evaluere
eventuell sammenheng med larvenes starrelse eller alder. Mulig effekt av ernering ble testet ved a
sammenligne antall fibre og fiberstarrelser mellom larver av samme starrelse som hadde spist forskjellig for.
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Figur 6-2: Histologiske tverrsnitt for muskelanalyser i rognkjekslarver. Larvene ble snittet rett bak anus
(illustrert med en Art-larve ved dag 9 etter klekking) (A). Kryss-snitt areal i hver rade (B) og hvite (C)
muskelfiber i den venstre epaxial quadrant ble malt for & evaluere muskelvekst. Malestokk: 1 mm og 200
pm.

Beinutvikling:

Ved avslutningen av forsgket (35 dager etter klekking) ble 90 larver fra hvert kar fiksert i 4 %
paraformaldehyd (PFA) i fosfatbuffer (pH 7.4) og farget med alizarin rgdt etter protokoll i Kjarsvik et al.
(2009). Etter farging ble larvene fotografert i et stereomikroskop (Leica M205, Leica Microsystems,
Germany) med kamera (AxioCam ERc 5s, Zeiss Inc., Tyskland) og bildene ble analysert for SL og antall
ryggvirvler og finner med hel eller delvis forbeining. Forbeining av ryggvirvlene ble Klassifisert etter grad
av farging i virvlene, etter falgende kategorier (se Fig. 6-3): Transparent= ingen farging i virvelen;
Partly=fargen dekker ikke hele virvelen og er mindre intens; Moderat: farging dekker hele omkretsen av
virvelen, med mindre farge enn i kompakte virvler; Kompakt= mettet farge som dekker hele virvelen.

=]

P T

s

Figure 6-3. Klassifisering av beindannelse i ryggvirvler hos rognkjekslarver. C = kompakt, M = moderat,
P = Partiell, T = transparent.
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Dorsal og anal-finner ble klassifisert som vist i Figur 6-4: 1= farging av mindre enn halvparten av
finnestralenes lengde; 2= farging av over halvparten av finnestralenes lengde; 3=farging av hele finnestralene
og de underliggende pterygiophorer.
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Figur 6-4: Klassifisering av beinutvikling i finner hos rognkjeks, 34 dager etter klekking.

Lipidekstraksjon, totallipid, lipidomics og fettsyresammensetning:

Lipider ble ekstrahert i henhold til Folch-metoden (Folch, et al., 1957) og totallipid ble bestemt gravimetrisk
ved veiing av lipidekstrakt etter tgrking. Fettsyresammensetning ble bestemt ved transmetylering av fettsyrer
til fettsyre metylestere (FAMES) og GC-FID analyse. Lipidklasser ble analysert ved bruk av
gasskromotografi som beskrevet av Khoomrung et al. (2013), og praver for lipidomics ble analysert med en
Agilent 1260 UPLC koblet til en 4670 triple quadrupole mass spectrometer med elektronspray-ionisering.
Data fra LC-MS/MS analyser ble analysert ved bruk av Agilent MassHunter Quantitative Analysis software
package Disse data er fortsatt under bearbeiding og er ikke tatt med i denne sluttrapporten.

Mikrobiologi og bioinformatikk:

Pragver til mikrobiologi ble tatt ved a forhandsfiltrere 1 L med vann fra larvetanken gjennom en 64 pum silduk
og deretter ble vannet filtrert pa nytt gjennom et 0,2 um filter (MF Millipore membrane filter). Larver ble
samplet fra tankene og avlivet med en overdose MS222 (500 mg L). Egnede mengder av de ulike
levendeforene ble vasket i en 64 pum silduk med filtrert sjgvann. Prgvene ble lagret pa -20 °C frem til
ekstrahering. DNA fra larver, vann og fororganismer ble ekstrahert fra filter med bruk av et ZymoBIOMICS
96 MagBead DNA kit. DNAet ble sa vasket ut i DNase/RNase-fritt vann og konsentrasjoner og kvalitet ble
analysert ved bruk av NanoDrop og Qubit. Illumina MiSeq sekvensering ble gjennomfgrt hos BGI (Beijing
Genome Institute). For bioinformatikk ble rd avlesninger behandlet med bruk av QIIME2 pipeline (v.
2021.2). Statistiske analyser av data nedstrems og grafisk fremstilling ble gjennomfgrt i R med bruk av ulike
bioinformatikkpakker (phyloseq, microbiomeSeq).

Genuttrykk og genuttrykk-bioinformatikk:

Larver (n=5-10) ble tatt ut fra hvert enkelt kar og brukt til analyser av genuttrykk. Larvene ble avlivet og
vasket i MSDSS og deretter lagret i kryorgr med DNA/RNA shield og mekaniske perler for RNA-
ekstraksjon. Prgver ble umiddelbart frosset pa -80 °C. RNA-ekstraksjon ble gjennomfart med et kommersielt
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RNA-kit og prevene ble sendt pa terris til BGI for sekvensering. Sekvensering ble utfert pA DNBSEQ-
plattformen med bruk av standardiserte protokoller hos BGI. Radata/sekvensering ble behandlet i flere steg
(se Malzahn et al., under publisering for mer informasjon, jf. Kap. 9) far til slutt, komplette referanser ble
kartlagt med bruk av Bowtie2 og RSEM.

6.2 Resultater

6.2.1 Overlevelse og vekst

Larver foret med Artemia hadde best overlevelse (ca. 95 %) ved avslutningen av forsgket (Fig. 6-5), larvene
foret med hoppekreps og formulert for (Cop/DF) hadde signifikant darligere overlevelse enn de andre (86
%), og de gvrige larvegruppene hadde relativt lik overleving mellom 92-94 %.

100.0 1
98.0
96.0 -
94.0
92.0 1

90.0 1

Mean survival (%)

86.0 -

84.0

Days post hatch

Figur 6-5: Gjennomsnittlig overleving hos rognkjeks i startforingsforsgket (0-35 dph). Gjennomsnittlig
overlevelse (%) er basert pa snittet av tre replikater av hver behandling. Signifikante forskjeller (p<0.05)
mellom behandlinger pa prevetidspunkt er vist med ulike bokstaver. Gjennomsnitt med + standardfeil (SE)
er satt inn for prgvetakingsdagene.

Bade fortyper og foringsregimer pavirket rognkjekslarvenes vekst (SL og DW), se Figur 6-6A og B.
Larvenes tarrvekt i forhold til SL viste en eksponentiell vekst i forhold til standard lengde, uavhengig av for-
regime (r?=0.97, Fig. 6-6C). Ved sampling pa dag 34 var det ingen signifikant forskjell i DW og SL mellom
larver i Art- og Cir-gruppene (n=15 per kar). Imidlertid viste et stgrre utvalg (n=250 per kar) samplet ved
avslutningen pa dag 35 at Art-larvene hadde signifikant sterre SL enn Cir-larvene (Fig. 6-6A, rad stiplet
strek). Larvene foret med Artemia hadde med andre ord ogsa signifikant hgyere somatisk vekt enn de andre
larvegruppene gjennom hele forsgket. Larver foret med bade Artemia og cirripedier hadde signifikant starre
larver enn i de gvrige behandlingene. Ved dag 9 etter klekking hadde alle larver, og seerlig Cir-larvene lav
vekstrate (Fig. 6-6D). Etter 21 dager var larvene som hadde fatt terrfor (FD og Cop/FD) signifikant mindre
og med darligere vekstrate enn de som var foret med cirripedier (Cir og Cop/Cir), Figur 6-6A og D. Etter
35 dager, hvor ogsa Art, Cir, og Cop/Cir-larvene var tilvennet formulert for, hadde Cir-larvene fortsatt
signifikant lavere SL enn Art-larvene, men Art-larvene viste en signifikant darligere daglig tilvekst (DWI)
enn Cir- og Cop/FD-behandlingene i perioden 21-34 dager etter klekking nar tarrfor ble introdusert. DWI
var best for larvegruppene Cop/FD og Cir i denne siste perioden, mens samlet daglig tilvekst gjennom hele
perioden var signifikant best hos larver féret med Artemia (Art) og cirripedier (Cir). Plansje 6-1 viser
utviklingen av rognkjekslarvene fra Artemia-gruppen gjennom forsgket.
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Figur 6-6: Vekst hos rognkjekslarver ved ulike startféringsregimer. (A) Gjennomsnittlig standardlengde
(mm larve®) for rognkjeks 2-34 og 35 dph. Etter avslutning av forsgket (35 dph) ble 250 fisk fra hvert kar
malt, noe som viste at Art-larver var signifikant stgrre enn de andre larvegruppene (B) Gjennomsnittlig
tarrvekt (mg larve) hos rognkjeks 2-34 dph. (C) Korrelasjon mellom gjennomsnittlig standardlengde og
tarrvekt per individ gjennom hele startforingsforsgket (2-34 dph); Pearson correlation: r=0.970 (alle
behandlinger). (D) Gjennomsnittlig daglig vektekning (% dag™) hos rognkjeks 2-34 dph ved spesifikke
tidsintervaller. Den vertikale sorte linjen skiller de ulike etterfalgende intervallene i forsgksperioden og data
for hele forsgksperioden samlet. Gra stiplede linjer i A og B indikerer tilvenning fra A. tonsa til enten
formulert for for Cop/FD gruppen, eller til Cirripedia for Cop/Cir gruppen. Sorte stiplede linjer indikerer
tilvenning til formulert for for alle grupper. Signifikante forskijeller (p<0.05) mellom behandlinger pa en gitt
dag etter klekking er indikert med ulike bokstaver. Feillinjer indikerer + standardfeil (SE).
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Plansje 1-1. Utvikling av rognkjekslarver (C.lumpus) fra 2-33 dager etter klekking. A) to dager
gammel, rett fgr féring startet; B) 9 dager etter klekking C) 21 dager og D) 33 dager etter klekking.
Alle larvene er fra Artemia-gruppen.
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6.2.2 Leverhistologi

Larvenes leverceller (hepatocytter) 2 dager etter klekking var flerkantede og var arrangert rundt en sentral
vene, med sinusoider og galleganger spredt imellom. Celle-kjernene var nesten runde, og i leveren hos flere
larver var cytoplasma fylt med usymmetriske vakuoler, som skjav kjernen ut mot periferien av hepatocytten.
Gjennomsnittlig sterrelse (=snittareal) av levercellene var ca. 800 pm?, og cellestgrrelse og gjennomsnittlig
vakuoleinnhold (ca. 18 %) var ikke signifikant forskjellig mellom 2 og 35 dager etter klekking (Fig. 6-7A).

I Artemia-larvene var gjennomsnittlig vakuole-innhold stabilt rundt 15 % i perioden 2-9 dager etter klekking,
ved dag 21 hadde det gkt til 30 % og var signifikant hgyere enn hos de andre larvegruppene; og etter
tilvenning til formulert for var vakuolefraksjonen redusert til 18 % ved dag 35. | Cir-larvene ble
vakuoleinnholdet redusert til 10 % ved 9 dager etter klekking, og nadde laveste niva pa 3 % ved 21 dager
etter klekking. De andre larvegruppene hadde ogsa synkende andel vakuoler i levercellene med 3 % ved dag
9, med noe gkning for de larvene som hadde fatt formulert for (FD- og Cop/FD-gruppene) ved dag 21. Ved
dag 35 etter klekking, da alle larvene var tilvent formulert for, var graden av vakuolisering veldig lik i alle
larvegruppene. Den starste forskjellen i vakuolisering mellom larvegruppene var ved 21 dager etter klekking.
En svak negativ korrelasjon mellom gjennomsnittlig kjernestarrelse i levercellene og larvenes SL ble funnet
for alle larvegruppene (Fig. 6-7B).

Det var et mgnster i vakuoliseringen av leveren, hvor det ble observert mer glykogen-holdige vakuoler i
larvene i starten av forsgket (2 og 9 dager etter klekking), mens mer lipid-liknende vakuoler var observert i
siste del av forsgket (21 og 35 dager etter klekking). Etter 21 dager hadde Art-larvene hgyeste grad av
vakuolisering med glykogen-holdige vakuoler (Fig. 6-7B og 6-8B). Larvene foret med formulert for (FD-
gruppen) hadde tilsvarende glykogen-holdige vakuoler (Fig. 6-7B og 6-8C), men ikke sa store og utbredte
som i Art-larvene. Imidlertid hadde Cop/FD-larvene na en litt gkende vakuolisering med lipid-liknende
vakuoler (Fig. 6-8D). Cir- og Cop/Cir-larvene var naermest tomme for vakuoler (Fig. 6-8E og F), men de
som ble observert sa ut til & vaere lipidholdige. Ved dag 35 etter klekking hadde alle larver relativt lik og
lipidliknende vakuolisering i leveren.
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Figur 6-7: Gjennomsnittlig levercelle-starrelse (A, B og C) og (D) gjennomsnittlig lever-vakuolisering (%)
hos rognkjekslarver 2-35 dph (n=>5 per sgyle). Cellestgrrelsen ble estimert i hver larve ved a dele analysert
leverareal med antall observerte cellekjerner. Signifikante forskjeller (p<0.05) mellom behandlinger ved en

gitt dag etter klekking er indikert med ulike bokstaver. Feillinjer indikerer + standardfeil (SE).
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Figur 6-8: Leverstruktur hos rognkjekslarver fra alle behandlinger ved dag 21 etter klekking, med larver fra
A) Art, B) Art, C) FD, D) Cop/FD, E) Cop/Cir og F) Cir behandlingene. Forkortelser og markarer:
Nu=Kkjerne, S=sinusoid, *=vakuoler, sort pil=lipid-vakuoler, rad pil=glykogen vakuoler. Snittene ble farget
med toluidinblatt, bortsett fra Art-larven i B) som ble farget med Alcian Blue- Periodic Acid Schiff
(ABPAS).
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6.2.3 Larvenes muskelvekst

Vi fant ingen effekt fra forskjellige startforings-regimer pa larvenes muskel-morfologi. Da larvene begynte
a spise (2 dager etter klekking, ca. 5,8 mm SL), var starrelsen pa hvite muskelfibre starst inne ved ryggraden,
og ble gradvis mindre utover mot hudoverflaten (Fig. 6-9 og 6-10A og B). Det viste at stratifisert hyperplasi
(omrader med nye muskelfibre, typisk for tidlige stadier) hadde startet allerede far klekking, og gkningen av
rade nye muskelfibre var serlig sterk etter tilvenningen til formulert for (21 — 35 dager etter klekking). Ved
35 dager etter klekking (8-9 mm SL) var mellom 20 og 100 nye hvite muskelfibre observert mellom andre
muskelfibre, og indikerte at mosaisk muskelvekst (voksen type vekst) var etablert i myotomen (Fig. 6-10C
og D). Ved 55 — 10 mm SL, gkte antallet og starrelsen (hyperplasi og hypertrofi) pa rede og hvite
muskelfibre eksponentielt i forhold til SL. Hyperplasi i hvit muskel og hypertrofi i rad muskel okte
kontinuerlig for larvene i dette stgrrelsesomradet (Fig. 6-11), mens hypertrofi i hvit muskel og hyperplasi i
rad muskel var ganske konstant for SL 5,5 - 7,5 mm.

Rognkjekslarver som var foret med kun FD eller Cop/FD var signifikant mindre og hadde mindre
muskelareal enn andre larvegrupper ved 21 dager etter klekking. Denne negative effekten pa muskelvekst
var synlig som mindre hyperplasi i red muskel og mindre hypertrofi i hvit muskel enn hos andre larver ved
dag 35. Resultatene viste en tydelig sammenheng mellom larvenes muskelvekstmgnstre og larvens somatiske
vekst, og det var ingen signifikant forskjell mellom larvegruppene i forhold til larvestgrrelse.

Smaller white
fibers at apex

Red muscle fibers

Figur 6-9: @vre kvadrant av myotom med hvit og red muskulatur, rett bak anus for rognkjekslarver. A)
Formen til en myotom ved 6,3 mm SL (9 dph); B) rade muskelfibre i den gvre delen av myotomen ved 6,3
mm SL C) starrelsesgradienten hos hvite fibre i myotomen ved 6,3 mm SL. Forkortelser: nt= notochord;
ms= medulla spinalis; W=hvite muskelfibre; R, rade muskelfibre. Malestokk: 100 um (A) og 20 um (B, C).
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Figur 6-10: (A): Tverrgaende snitt av skjelettmuskler rett bak anus hos C. lumpus larver (2 dager etter
klekking; 6,2 mm SL). (B):) Omrade som viser stratifisert hyperplasi (vekstsone) med nye hvite muskelfibre
ved 6,2 mm SL; C) i gvre kvadrant av myotomen ved 8,5 mm SL (35 dager etter klekking) med og (D)
mosaisk hyperplasi (vekst av nye hvite muskelfibre mellom eksisterende fibre). Forkortelser: EPAX= gvre
kvadrant av myotomen; HYPAX= nedre kvadrant av myotomen; nt= notochord; ms= medulla spinalis;
W=hvite muskelfibre; R, rade muskelfibre. Malestokk: 10 um i B og D, 200 um i A og 100 pm i C.
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Figur 6-11: Forholdet mellom rgd og hvit muskelvekst og standardlengde hos rognkjekslarver, med
hyperplasi (gkning i antall muskelfibre) i de to gverste, og hypertrofi (malt som starrelsen av de sterste 30
rade og 350 hvite muskelfibre). Hvert punkt i grafen representerer en larve ved 2 (n=5), 9,21 og 35 dph (n=5
per behandling). Eksponentielle regresjonslinjer ble lagt til: r* =0.6545 for antallet rgde fibre; r’=0.5563 for
den gjennomsnittlige fiberstarrelsen i rade muskler, r? =0.5811 for antallet hvite fibre; og r>=0.8717 for den
gjennomsnittlige fiberstarrelsen i hvite muskler.

6.2.4 Beinutvikling

Rognkjekslarvene hadde 28 ryggvirvler. Ved avslutningen av forsgket, var Art-larvene signifikant starre enn
de andre larvene, beindannelsen i ryggvirvlene var langt sterkere, og alle virvlene hos disse larvene viste
beindannelse (Tab. 6-2). Begge gruppene som hadde fatt cirripedier var ganske like, og de hadde signifikant
flere ryggvirvler med beinutvikling enn larvene som hadde fatt hoppekreps og/eller formulert for. Disse to
sistnevnte gruppene hadde de minste larvene og den darligste beinutviklingen av alle gruppene. | de fleste
Artemia-larvene mellom 8-9 mm SL var beinutviklingen i gang i de fleste ryggvirvlene, mens beindannelsen
var svert variabel i alle de andre larvegruppene i samme stgrrelsesintervall (Fig. 6-12). Score for
beindannelse i finner var ogsa langt bedre i Art-larvene enn i de andre gruppene, etterfulgt av Cir- og
Cop/Cir-larvene (Tab. 6-3).
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Tabell 6-2: Beinutvikling i rognkjeks 34 dager etter klekking.

Data er gitt som antall ryggvirvler + SD.

Behandling | n | SL (mm) Fully Compact | Partly Transparent | Antall
ossified ryggvirvler
Art 90 | 9,31+0,56a | 26,5+2,8a | 1,46+2,7 0,02+0,21 | 0,00+£0,0 28 £ 0,62a
Cir 89 |9,09+0,54b | 22,8+7,2b | 5,06+7,0 0,124+0,5 | 0,00+£0,0 28 £ 0,55a
FD 90 |847+0,73c | 13,8+84c | 118+7/4 2,07+£18 0,42 £ 0,69 28,1+0,57a
Cop/FD 90 | 8,40+0,75c | 13,6 +9,6c | 12,8+38,6 1,38+ 2,7 0,267 + 0,6 28,1+0,47a
Cop/Cir 90 |8,54+069c |221+6,7b |57%6,2 0,189+0,7 | 0,03+£0,24 28 + 0,66a
Artemia Cirmpedia/Copepods Cirripedia
F |
R L Loy s
L ] L . ° ® o o‘ L]
.. = * . 4 ..
* e o9 *° "3
s * e &
* .0 h
% . L ] : - [ ] ‘
g Copepads/Formulated Diet Formulated Diet | © 10
-E ]
2 2 ]
11 8 9 10 11 '
SL(mm)

Figur 6-12: Antall fullt forbeinede ryggvirvler hos rognkjekslarver pa dag 34 etter klekking etter foring med
fem ulike féringsregimer.

Tabell 6-3: Forbeining av hale- og dorsalfinner i rognkjekslarver 34 dager etter klekking. Signifikante
forskjeller i finneforbeining er angitt med ulike bokstaver. Hayeste score for hver finne er uthevet.

Behandling | Halefinne score Ryggfinne score Gattfinne score

HY LA Framre Bakre

1 2 1 2 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Art 1,1° 98,9 | 51,1* | 489 | 0 64,4 | 356 | 0 789 | 211 | 0 88,9 | 11,1
Cir 9,0 | 91,0 | 70,8® [ 29,2 | 1,1 | 84,3% | 14,6 | 1,1° 899 |90 |23 |[933 |45
FD 68,9° | 31,1 | 100° | O 56 | 944" | 0 15,6° 833 |11 289 | 71,1° | 0
Cop/ED 44,49 | 55,6 | 94,4 | 5,6 10 | 87,8 |22 15,6 | 81,1 | 3,3 24,4 | 744 | 1,1
Cop/Cir 14,4 | 85,6 | 81,1° [ 18,9 | 1,1 | 956° | 44 | QP 944 | 5,6 2,2 [96,7% | 11
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Avvik/deformiteter i beinutviklingen:

Veldig fa larver hadde alvorlige deformiteter, og det mest utbredte avviket var sakalte vridde og/eller bgyde
virvelbuer (Tab. 6-4). Artemia-larvene hadde en signifikant hgyere andel normalt utviklede larver enn de
andre gruppene, med ca. 77 % av larvene uten noen observerte avvik i beindannelsen. Larver foret med
cirripedier (Cir- og Cop/Cir-) fulgte etter, mens Cop- og FD-larver hadde signifikant hgyere andel av larver
med avvik i virvelbuene (se ogsa Fig. 6-13).

Tabell 6-4.: Forbeinede rognkjekslarver ved dag 34 etter klekking, med gjennomsnittlig %
uregelmessigheter etter foring med ulike startfor (n=90). Signifikante forskjeller mellom gruppene er gitt
som ulike bokstaver etter gruppe-betegnelsene i venstre kolonne.

Behandling | Normale larver Vridde/bgyde Awvik i virvelsgyle Awik i
- gruppe virvelbuer hodeskalle
Prosent (%0) av larver
Arta 76,7 20,0 0 33
Cirb 315 64,0 4,5 1.2
FDc 11 96,7 2,2 0
Cop/FD ¢ 11 94,4 3,3 11
Cop/Cir b 24,4 73,3 2,2 0

/////'
i bphpesss < 2
&
< \\\"‘*k\
Vridde/bgyde virvelbuer Awvik i virvelsgyle

Unormale ryggvirvler (sammenvokst, Awvik i hodeskalle (“pughead”)

sammentrykt)
Figur 6-13: Uregelmessigheter i skjelett hos 34 dager gamle rognkjekslarver- Den mest vanlige
uregelmessigheten var vridde/bgyde virvler (se ogsa Tab. 6-4).
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6.2.5 Genuttrykk

| forhold til den totale gen-ekspresjons-profilen, ble ulike praver gruppert som vist i Figur 6-14. Ved 10
dager etter klekking, ble alle larvene gruppert sammen, bortsett fra FD-larvene, som ble gruppert i en
narliggende under-gruppe. Resultatene tydet pa sveert lik genekspresjonsprofil for alle behandlinger pa dette
tidspunktet. Etter dag 10 ble ulike larver fra de ulike behandlingene gruppert forskjellig, som fglge av bade
tidsforlgp og férregime (behandling).

Etter 10 dager dannet Artemia-larvene en helt separat gruppe (ogsa inkludert to Cir-praver fra 33 dager etter
klekking), noe som indikerte en ganske forskjellig genekspresjonsprofil fra de gvrige fér-regimene. Ved 17
dager etter klekking var Cop/Cir-, Cop/FD- og Cir-larvene gruppert sammen, noe som viser ganske lik
genekspresjons-profil. Ved det tidspunktet fikk larvene hoppekreps eller cirripedier, og Cop/FD hadde
akkurat begynt a fa formulert for. 1 samme periode blir FD-larvene gruppert for seg, noe som indikerer en
ganske forskijellig ekspresjonsprofil sammenlignet med de andre gruppene. Allerede pa dag 21 etter klekking
blir imidlertid FD-larvene gruppert sammen med Cop/FD ettersom genekspresjonsprofilen blir mer lik for
de larvene som far formulert for. Likeledes forblir Cop/Cir og Cir-larvene gruppert sammen ved 21 dager,
trolig ogsa en konsekvens av at samme fortype tilbys. Det samme mgnsteret vises i perioden 26-33 dager
etter klekking, hvor Cop/Cir og Cir-larver deler ganske lik genekspresjonsprofil, na som de ogsa har fatt
samme formulert for siden 21 dager etter klekking. Til forskjell, hadde Cop/FD- og FD-larvene fortsatt
ganske lik genekspresjonsprofil og ble gruppert annerledes enn de forrige nevnte gruppene. Dette kan tyde
pa at den tidligste foringen med formulert for til Cop/FD (fra 9 dager etter klekking) ga denne larvegruppen
en annen retning pa utviklingen av genekspresjonen, sammenliknet med Cop/Cir-larvene som ogsa startet
med hoppekreps.

For den differensielle genekspresjons-analysen ble Artemia-larvene brukt som utgangspunkt for
sammenligningene (kontroll/best somatisk vekst), selv om de fleste rognkjeksprodusenter i dag bruker
tarrfor i sin produksjon. Larver fra alle behandlinger ble derfor sammenlignet med Artemia-larvene. Figur
6-15 viser totalt antall av differensielt uttrykte gener mellom behandlinger og kontroll. Forskjellene i
genuttrykk mellom larvegruppene er minst for alle ved 10 dager etter klekking, og gker noe ved 17 dager,
nar et maksimum ved 21-26 dager, og blir mindre igjen ved 33 dager. Dette er likt for alle behandlinger nar
de sammenlignes med Artemia-larvene. Dette indikerer at forskjellige gener slas pa og av pa grunn av ulike
fértyper, men mot slutten av forsgket ser det likevel ut til at den differensielt uttrykte genprofilen er mindre
uttrykt ved slutten av forsgket.
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Figur 6-14. Klyngeanalyse for alle samples av rognkjekslarver basert pa genekspresjonsprofil.
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Figur 6-15: Forskjeller i genuttrykk i lgpet av forsgket hos rognkjekslarver gitt fire forskjellige

foringsregimer. Sgylene viser antall gener som er enten opp- eller nedregulert for de ulike behandlingene
sammenliknet med Art-behandlingen (kontroll).

Oversikter over “anrikede KEGG metabolske reaksjoner” (Enriched KEGG pathways) viste en rekke
forskjeller i responser mellom de ulike behandlingene og ulike dager etter klekking. Disse resultatene er
fortsatt til vurdering og ikke ferdig for presentasjon. Som eksempel viser Figur 6-16 resultatene for
sammenligningen mellom Cir- og Art-larvene. De mest oppregulerte gener var blant annet involvert i vitamin
fordayelse og absorpsjon, gallesyre biosyntese, mineral absorpsjon, fett-fordeyelse, -absorpsjon, og -
metabolisme. Se ogsa Appendiks E - KEGG Pathway map for lumpfish larvae for illustrasjon av endringer
i genuttrykk mellom behandlinger over tid. Disse data er fortsatt til vurdering.
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Figur 6-16: KEGG Pathway Map of differential gene expression (“anrikede KEGG metabolske reaksjoner”)
hos rognkjekslarver i Cir- og Art- behandlingen i lgpet av startféringsforsgket. x-aksen representerer
oppreguleringsfaktoren, y-aksen representerer pathway/reaksjon. Fargen indikerer dager etter klekking, og
punktstarrelsen indikerer antall gener som er involvert. “Rich Factor” er verdien av oppreguleringsfaktoren,
som er en kvotient av antall gener i forhold til totalt antall gener. Jo stgrre verdi, jo mer signifikant
oppregulering.
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6.2.6 Mikrobiologi

Den fulle rapporten om mikrobiologi er presentert i Appendiks B - Rognkjeks (Cyclopterus lumpus) start-
feeding experiment microbiome analysis report. Her gis kun et sammendrag i det fglgende. Det ble ikke
funnet signifikante forskjeller mellom vann og larver nar alle behandlinger og tidsforlgp ble tatt i betraktning.
Larve-prgvene viste signifikant hgyere mikrobiell diversitet enn vann-prgvene. Dette indikerte at vann-
pravene var dominert av feerre bakteriegrupper sammenlignet med larvene. For vannets mikrobielle samfunn
viste Art-behandlingen en signifikant hgyere mikrobiell artsrikdom enn Cir- og FD-behandlingen, men var
lik Cop-behandlingene. Vi fant signifikante forskjeller mellom larvenes og vannets mikrobiota, og det var
ogsa en forskjell i forhold til tidsforlgpet. Tre grupper ble observert (Fig. 6-17), hvor 10 og 17 dager etter
klekking (nedre hgyre kvadrant), 17 og 21 dager etter klekking (heyre gvre kvadrant), og 26 og 33 dager
etter klekking (venstre side) viste like sammensetninger.
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g A ™ ™ A Water
= Ay » ™
= ® o A, DPH
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£ e R "
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Figur 6-17. Beta-diversitet (jfr. Appendiks B) i det mikrobielle samfunnet hos larver og vann, vist ved
sample-type (form) og ved samplingstidspunkt (farge). Hvert punkt representerer den totale mikrobielle
samfunnsstrukturen i en preve, plassert i et 2D rom. Hvis to praver hadde vert identiske ville de overlappet
perfekt i plottet. Jo mer forskjellige to praver er, jo lengre fra hverandre vil de vises i plottet.

0.4

6.3 Diskusjon

Startforing med Artemia eller CryoPlanktonLarge mellom 2 — 21 dager etter klekking resulterte i stgrre larver
ved avslutningen av forsgket, sammenliknet med de som ble foret med hoppekreps eller formulert for. For
sma, pelagiske fiskelarver som for eksempel torsk, kveite og berggylt, har startforing med
zooplankton/hoppekreps generelt gitt mye bedre vekst og utvikling enn féring med rotatorier og Artemia
(Naess et al., 1995, Shields et al., 1999, Evjemo et al., 2003, Imsland et al., 2006, Koedijk et al., 2010, Busch
etal., 2011, Gie et al., 2017). Disse effektene skyldes byttedyrenes sammensetning av bade proteiner, lipider
og mikronaringsstoffer. Hoppekreps inneholder ca. dobbelt sa mye protein som rotatorier og Artemia, og
dette er en av de viktigste arsakene til de store observerte vekstforskjellene hos torsk (Karlsen et al., 2015).
I tillegg bidrar hoppekrepsens hurtige svesmmemgnster til gkt svemmeaktivitet hos torskelarvene, som igjen
kan bidra til gkt transport over membraner og mer effektiv glukose-metabolisme (Vo et al., submitted) og
mindre glykogen-lagring i leveren hos larver féret med hoppekreps (Kjarsvik, upublisert). Overlevelsen var
hay i alle gruppene gjennom hele forsgket, og ingen av forene forte derved til umiddelbare effekter i
dagdelighet.

Rognkjekslarvene hadde, i motsetning til torsk og berggylt, allerede ved klekking bygd opp et energilager
av glykogen i leveren, noe som trolig gjer dem mer i stand til & tale suboptimale ernarings-forhold de farste
dagene (Hoehne-Reitan and Kjgrsvik, 2004). Disse plommesekklarvene er stgrre og har mer plommemasse
som kan brukes til utvikling. De starter gkningen og veksten av muskelfibre allerede far de begynner a spise,
og den sensitive fasen med rask hyperplasi er derved ikke avhengig av startférets naeringsverdi, slik som hos
torsk (Vo et al.,2016; i trykk). Leverens naringsstatus (% vakuolisering i cellene) 10 dager etter klekking
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viste tydelig at de opprinnelige energilagrene ble raskest oppbrukt hos larver som fikk formulert for og
copepoder. Hos larver som fikk copepoder eller cirripedier til 21 dager etter klekking var det ogsa lite
vakuolisering i leveren hos disse, mens for de som ble tilvent formulert for ble det observert gkning av
leverens energilager. | perioden 2 — 21 dager etter klekking hadde Art-larvene den stgrste somatiske veksten,
og de hadde ogsa de sterste glykogenlagrene i leveren. Denne haye veksten var trolig knyttet til at de hadde
mer energi tilgjengelig for vekst, og ikke hadde begrenset glukose-metabolisme som hos torsk féret med
rotatorier og Artemia (Vo et al., submitted).

Artemia var ogsd mye stgrre enn de andre levendefor-organismene, og den stgrre biomassen med mer
neeringsstoffer var trolig mer energetisk riktig for rognkjekslarver (Pastorok, 1981, Olsen, 2004). At
Artemia-larvene fikk nedsatt vekst ved tilvenningen, tyder pa at det er forkvaliteten og ikke leverens
energilager som er avgjgrende for god vekst pa dette tidspunktet.

Ved avslutning av forsgket var det ingen forskjell mellom larvegruppene i leverens naringsstatus, noe som
samsvarte godt med larvenes daglige vektgkning. Ogsa beinutviklingen var raskere hos de larvene som ble
foret med Artemia, og det var mindre avvik i beindannelsen enn hos larver fra de andre gruppene. Her var
det darligst resultat hos larver som ble foret med copepoder (Cop/FD) og formulert for (FD). Disse
resultatene viste at 0ogsa hos rognkjeks er optimal foring og energistatus de farste dagene avgjgrende for den
videre veksten; de med darligst vekst i de farste 20 dagene kunne ikke ta igjen det tapte i lgpet av forsgket.

I lgpet av tilvenningen til formulert for (21 — 35 dager etter klekking), var det en nedgang i daglig tilvekst
fra ca. 8 % til 4 % i larver foret med Artemia, mens den forble pa et hgyere niva (7 %) hos de som ble foret
med cirripedier. Pa dag 21 hadde Art-larvene hgyeste somatiske vekt og sterst energilagre, mens Cir-larvene
hadde signifikant darligere vekt og nesten ikke glykogenlagre i leveren. Dette tyder pa at den gkte veksten
hos Cir-larvene ved tilvenning til formulert for ikke var avhengig av leverens energi-status, men at de kan
ha fatt bedre evne til glukose og lipid-metabolisme etter foringen med cirripedier, slik at lagret energi var
raskere tilgjengelig for vekst.

Genekspresjonsanalysene statter disse antakelsene. Disse analysene viste at Art-larvene utviklet en egen
profil sammenlignet med de andre behandlingene, bortsett fra 10 dager etter klekking. Pa det tidspunktet var
det ingen forskjell mellom gruppene, noe som kan forklares med at alle larvene fortsatt brukte mye av
plommemassen som energikilde. Plommemassen blir gradvis oppbrukt i lgpet av de farste 20 dagene etter
klekking (Marthinsen, 2018), noe som kan vere en viktig arsak til at alle hadde svart like genuttrykk pa dag
10. Etter 10 dager ble det stadig starre forskjeller i genekspresjonsprofilene, og generelt viste Cop/Cir- og
Cir-larvene ganske like mgnstre, og det gjorde ogsa Cop/FD- og FD-larvene. Disse to gruppene viste
imidlertid klare forskjeller mellom hverandre i genekspresjonsprofiler. Dette samsvarer godt med de
forskjellige fér-regimene, ettersom Art-larvene fikk kun Artemia til 21 dager etter klekking, mens Cir og
Cop/Cir fikk samme fér fra 9 dager etter klekking, noe som selekterte for like forhold mellom disse gruppene.
Tilsvarende observasjoner ble funnet for Cop/FD- og FD-larvene, mens introduksjon av nye for ville
bestemme den videre profilen og utviklingen av genekspresjonen.

Den differensielle genekspresjons-analysen (DEG) ble gjort ved & sammenligne larvene fra alle
behandlingene med Artemia-larvene, ettersom dette foret ga best vekst gjennom forsgket og ogsa er industri-
standard for mange arter. | lgpet av forsgket ble det starre forskjeller i genuttrykk mellom larvegruppene.
Serlig i perioden 21 — 26 dager etter klekking gkte den differensielle genekspresjonen, deretter ble alle
larvegruppene mer like. Dette samsvarte med de ulike effektene pa vekst som ble observert i tarrfor-
tilvenningsperioden for Art- og Cir-larvene, og at forene var like for alle etter dette.

DEG-analysen av “KEGG pathways» (Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes) viste flere signifikante
og klart oppregulerte genreaksjoner, blant annet knyttet til vitamin fordgyelse og absorpsjon, gallesyre-
biosyntese, mineral absorpsjon, linolsyre metabolisme, glycine, serin og threonine metabolisme, glutathion
metabolisme, fettfordgyelse og absorpsjon, fettsyre-nedbrytning og -biosyntese, kolesterol metabolisme,
arginine og proline metabolisme, og alpha-Linolsyre metabolisme.
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Torskelarver som er foret med standard industri-dietten rotatorier og Artemia far ogsa nedregulerte gener
som er involvert i glukose metabolismen, sammenlignet med de som far copepoder (Penglase et al., 2015;
Vo et al., submitted). Torskelarvene fikk imidlertid ogsa darligere vekst, mens rognkjekslarver vokste best
med Artemia av de testede diettene. Andre forsgk med “largemouth bass” (Yu et al. 2019), viste at
ekspresjonen av gener knyttet til fettsyresyntese og metabolisme ble oppregulert med dietter tilsatt ekstra
gallesyrer. Dette forbedret glukose- og fett-metabolismen, og bidro til mindre energilagring i leveren og
bedre vekst. Rognkjeks-larvene fikk en tidlig og rask vekst fra Artemia i den farste fasen, men de som ble
foret med cirripedier fikk muligens en tilsvarende effekt som fra copepoder pa energimetabolismen, og de
var muligens raskere i stand til & utnytte neeringsstoffene i det formulerte foret enn Art-larvene. RNA-Seq
kan gi flere svar pa hvordan rognkjekslarvenes fordgyelse og metabolisme er pavirket av de ulike forene.
Disse analysene har gitt et stort og sveert sammensatt datasett, som krever ytterligere analyser og tolkninger
som kan bidra til & kaste lys over larvenes utvikling og optimale for-regimer.

Bade starrelsen og aktiviteten hos byttedyrene/forpartiklene kan spille en rolle for naeringsopptak og vekst
hos rognkjekslarvene. I naturen jakter rognkjekslarver og yngel pa byttedyr med gkende starrelse etter hvert
som de vokser (Ingdlfsson and Kristjansson, 2002). Artemia var stgrre enn de andre byttedyrene, og
copepoder var trolig for sma (og for raske?) selv for de minste rognkjekslarvene, slik at de ikke fikk nok
energi til & vokse. Cirripedia-larvene hadde noenlunde samme starrelse som det starste formulerte foret, og
dette kan ha vaert avgjerende for at de hadde best relativ tilvekst i tilvenningsfasen.

Videoobservasjoner av rognkjekslarvenes atferd viste ogsa at Art-larvene svemte mer og orienterte seg mer
enn de andre larvene ved 16 og 22 dager etter klekking, mens larver foret med cirripedier hadde flest
vellykkede angrep mot bade Artemia og cirripedier ved 28 dager etter klekking (Ibon Garcia-Gallego
upublisert). Disse resultatene viser at cirripedier kan veere et godt alternativ som levende startfér til
rognkjeks, og videre studier av mulig samforing med Artemia og cirripedier og av hvordan nzaringsinnholdet
og partikkelstarrelse kan pavirke larvenes naringsopptak og vekst anbefales.

Den mikrobielle dynamikken viste en forskjell mellom fiskelarvene og sjevannet i karene, og det kunne se
ut som om tidsforlgpet var en viktig faktor i utviklingen, ettersom perioden 26 — 30 dager etter klekking ga
et mer unikt «fingeravtrykk» enn 10 — 21 dager etter klekking. I likhet med berggyltforsgket, sa det ut til at
vanngjennomstrgmmingen pavirket etableringen av en spesifikk mikroflora. Dette resulterte i et mindre
stabilt mikrobielt miljg ved at nye mikroorganismer ble tilfart karene, men de ble ogsa skylt ut, mens karet
selv har et rikt miljg for at nye mikroorganismer kan fa gode vilkar (Attramadal, Truong et al. 2014).
Mikrobiota fra foret spilte ogsa en rolle i utviklingen av det mikrobielle miljget (se ogsa Vadstein et al.
2018). Vannets mikrobiota var forskjellig mellom behandlingene, men ikke mellom de som startet med
copepoder (Cop/FD og Cop/Cir) eller mellom Cir og Cop/Cir, antakelig som felge av forets rolle i
utviklingen av systemets mikrobielle miljga.

Vi observerte at karmiljget selekterte for bakterielle samfunn som koloniserte nyklekkede larver (Vadstein,
Bergh et al. 2013). Forkomponentene vil ha liten pavirkning pa larvenes mikrobielle sammensetning,
sammenlignet med effekten av vannmiljget, selv om det er pavist «shared OTUs» mellom larvens tarm og
férets mikrobiom (Giatsis et al., 2015). | likhet med vannets mikrobiota, viste larvenes mikrobielle samfunn
signifikant forskjellige manstre mellom behandlingene. Likevel var det kun en svak signifikant sammenheng
for behandlinger som startet (Cop/FD vs Cop/Cir) eller sluttet (Cop/Cir og FD vs Cop/FD) med samme fér.
Vare resultat tydet pa at bakteriell kolonisering av larvene er aktivt styrt av samspillet mellom de mikrobielle
samfunn i vann og i fér, og vil med miljgforholdene ellers spille en viktig rolle utviklingen av larvenes
mikrobiom.

6.4 Konklusjoner og anbefalinger

A bruke anrikede Artemia som startfor for rognkjeks ga en tidlig rask vekst og god utvikling av larvene,
mens foring med cirripedier ga bedre relativ vekst i senere stadier og ved tilvenning til terrfor. Startforing
med hoppekreps og formulert for ga det darligste resultatet, og det kan se ut som om larvenes tidligste
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naringsstatus med disse fortypene medfarte at larvene fikk en varig effekt med darligere vekst og utvikling
gjennom foringsforsgket. Vart inntrykk var at larvene ikke fikk i seg nok energi med copepoder og formulert
for, vi har tidligere sett at tarmen etter slik féring hadde tydelig preg av sult (Marthinsen, 2018). De farste
fordgyelseskjertler ved dannelsen av mage ble funnet ca. 10 dager etter klekking, og mage med pylorus
blindsekker var observert ved dag 34 (Marthinsen, 2018). Da er heller ikke formulert fér optimalt fra starten.

Anrikede Artemia i samféring med cirripedier kan veere et mer optimalt farste féringsregime, da kan utbyttet
av bade energi fra Artemia og mulig mer optimalt nzringsinnhold i cirripediene sikre en god vekst og
utvikling. Dette vil imidlertid kreve ekstra ressurser i klekkeriene siden det ma handteres to arter samtidig.
Neringsinnholdet i cirripediene ber kartlegges mer for evaluering av disse organismene som industrielt
levendefor. Svaert tidlig tilvenning til formulert for (10 dager etter klekking) ga darligere resultat enn om en
starter tilvenningen fra 20 dager etter klekking. Vare resultater tyder pa at naringskvaliteten for
rognkjekslarvene de fagrste 20 dagene var avgjgrende for en god vekst fram til 35 dager etter klekking. Videre
studier av effekter av samforing og av hvordan naringsinnholdet og partikkelstarrelse kan pavirke larvenes
neeringsopptak, vekst og videre funksjonelle utvikling og atferd anbefales.
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7 Dynamisk Energibudsjett (DEB) Modellering

Dynamisk energibudsjett (DEB) teori (Jusup et al., 2017; Kooijman, 2001) er det mest omfattende
rammeverket for & forsta metabolsk organisering til dags dato. Teorien er generisk og dekker alle livsformer,
og det er funnet mange praktiske applikasjonsomrader for teorien blant annet innen gkotoksikologi (Jager et
al., 2006) og, hvilket er mer relevant for dette prosjektet, innen akvakultur (Fare et al., 2016; Serpa et al.,
2013; Stavrakidis-Zachou et al., 2019). Teorien er strukturert rundt lovene for bevaring av masse og energi,
som illustrert i Figur 7-1. Ressurser blir tatt opp fra miljget og deretter brukt til forskjellige energikrevende
prosesser som vekst, utvikling og vedlikehold. DEB-teori gir et enkelt sett med regler for opptak og
allokering av ressurser pa tvers av ulike prosesser. Disse reglene varierer lite mellom arter; arter varierer
hovedsakelig i starrelsesordenen av de ulike forandringene. For praktiske modeller som er avledet fra denne
teorien, kan den samme modellstrukturen anvendes for mange arter som er i samme taksonomiske gruppe.
De fleste fiskearter kan for eksempel forklares med bruk av samme grunnleggende modellstruktur, men ulike
arter vil ha forskjellige verdier i deres modellparametere som derav leder til veldig ulike livssykluser.

-
|
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Figur 7-1: Dynamisk energibudsjett teori er strukturert rundt lovene for bevaring av masse og energi i
organismer relatert til ressursopptak fra miljget og ressursbruk for vekst, utvikling, vedlikehold og
reproduksjon.

DEB-modeller kan derfor gi oss muligheten til a analysere og forutsi den komplette livssyklusen til en art i
dynamiske miljger, og muligheten til a simulere ulike miljg for & optimalisere fiskeoppdrett. Men,
parametersetting i en DEB-modell for en enkelt art er ikke en triviell oppgave, og sarlig ikke for en sakalt
"standard DEB-modell". For selv om denne oppgaven er understattet av et bibliotek med parametere, regler
for utfylling av datahull og dedikert programvare til formalet (Marques et al., 2018), er det ofte vanskelig a
etablere unike parametere for en art. | dette prosjektet ble det bestemt & bruke et noe forenklet DEB-
rammeverk (DEBKiss, Jager et al., 2013) som er tettere knyttet opp mot malbare parametere og derfor er
enklere a bruke. For livsstadier som tar opp fade eksternt, gir DEBkiss rammeverket et enkelt oppsett med
ligninger som  virker godt for flere arter (se liste over publikasjoner  pa
http://www.debtox.info/debkiss_appl.html). Modellen er mindre utprevd pa fiskelarvers plommesekkfase,
men den har vist seg & fungere veldig godt pa Atlantisk torsk ved bruk av kun tilgjengelige litteraturdata
(Jager et al., 2018).

Det er ikke helt rett frem & liste opp hvilke data som behgves til DEBKkiss-modellering fordi det er avhengig
av bade type modell og sazregenheten til artens livshistorie. For & modellere de tidlige livsstadiene til
fiskelarver trenger vi gode estimater pa biomassen i plommesekken og strukturelle vev over tid. Dette lar
seg vanskelig gjennomfare rent praktisk da det er vanskelig a separere plommesekk og struktur, endringer i
form over ontogenesen, endringer vanninnhold og ikke minst individuelle forskjeller mellom individer. For
noen arter, og noen livsstadier, kan det & male kroppslengde vere nok, men kun der hvor kroppslengde har
et konstant forhold til tarrvekt. I tillegg kan oksygenopptak (respirasjon) veere sveert verdifullt for & kunne
forsta underliggende metabolske prosesser. Malinger av foropptak kan ogsa brukes, spesielt nar det kan
observeres spesifikke avvik i vekstmgnster (Kooijman et al., 2011). Til tross for at det finnes omfattende
datasett for artene som modelleres, vil det alltid veere hull i disse som medfgrer at man enten méa foreta
‘kvalifisert gjetning’ eller gjere avgrensede forsgk. En DEB-modell vil avdekke disse kunnskapshullene og
teste betydningen av disse ved a implementere ulike antakelser.
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En DEB-modell kan brukes til & forsta tidlig utvikling hos fiskelarver bedre fra et bioenergetisk perspektiv.
Dette kan brukes til & forutsi sensitive utviklingsstadier og hvordan utviklingsrater i en kommersiell
produksjon kan oppnas pa en bioenergetisk forsvarlig mate. | AP1 i STARTRENS-prosjektet var malet a
produsere grunnleggende energidata for & utvikle en DEB-modell for berggylt (Appendiks C) og for
rognkjeks (Appendiks D), fra befruktede egg, gjennom embryoutviklingen og til fiskelarvene var klare til
ta til seg fade eksternt. Data fra AP1 ble kombiner med data fra startféringsforsgkene i AP2 slik at hele
perioden fra befruktning av egg frem til fiskelarvene var tilvent tgrrfor var inkludert, hvor ogsa effekten av
ulike foringsregimer og fortyper var med i vurderingen. Arbeidet er under publisering i journalen Ecological
Modelling.

7.1 Resultater, diskusjon og videre anbefalinger

En rekke malinger ble foretatt i vart forsgk pa & parametrisere DEB-modeller for tidligstadier av berggylt og
rognkjeks, herunder malinger av vekt (terrvekt, karbonvekt, nitrogenvekt), biometri (lengde, heyde,
kroppsareal mm.) og respirasjonsrater (oksygenforbruk). Til tross for bred kartlegging av parametere oppstod
det en del problemer underveis som krever ytterligere forskning fer disse modellene kan brukes i praksis.
Disse utfordringene er beskrevet neermere i Appendiks C og D. Eksempler pa hvordan data fra DEB-modeller
visualiseres er vist i Figur 7-2 og 7-3 (hentet fra Appendiks C). | det falgende gis det et kort sammendrag av
funnene for begge artene, og for mer utdypende lesning henvises det til Appendiksene (C & D)
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Figur 7-2: Simulering med DEBKkiss-modellen for plommesekkstadier av berggylt (Labrus berggylta) mot
eggkvalitetsdata for gruppen BG-1 (jf. kap. 4). Fra topp til bunn: standardlengde (mm); plommesekkvolum
(mm?); kroppsvolum (mm?3); tarrvekt (mg) og oksygenforbruk. Feillinjer er 95 % ClI.
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Figur 7-3: Tilpasninger av DEBkiss-modellen med data for de ulike féringsregimene som ble brukt til
startforing av berggylt (Labrus berggylta). Feillinjer er 95 % CI. Grgnt areal er konfidensintervall pa
modellkurven basert pa usikkerheter for parametere i kurvetilpasningen. Stiplet linje viser referansekurven
("mixed"). Fra topp til bunn: standardlengde (mm); kropssvolum (mm?); tarrvekt (mg) og oksygenforbruk
(nmol per time). Foringsregimer (jf. Kap.5): Setl mixed= Cop — Cir; Setl Industry std.= Rot — Art; Setl
Copepods= Cop — Art; Setl cirripeds= Exp. Cir — Cir.

7.1.1 DEB Berggylt

Maling av kroppslengde og kroppsareal sa ut til & gi gode estimater av kroppsvolum, men maling av C og
N-innhold sa ut til & gi lite meningsfulle data for slike beregninger. Vi fant et karboninnhold pé 0,44 mg/mg
og nitrogeninnhold pa 0,096 mg/mg, og disse verdiene var relativt konstante gjennom de tidlige livsstadiene.
Videre ser det ut som en Arrhenius-temperatur pa omtrent 9900 K passer til berggylt for tilpasning av vekst
i henhold til ulik eller varierende temperaturer. Modellen fant ogsa at berggyltlarvene endrer form etter at
plommesekken er brukt opp, og at dette inntreffer nar larvene nar omtrent 4-8 mm standardlengde (SL).
Derfor er SL en darlig proxy for beregning av kroppsmasse i dette starrelsesomradet. Konklusjonen fra den
begrensede DEB-analysen er at parameterne for berggylt ikke var veldig forskjellig fra torsk nar man
korrigerte for temperatur. For startféringsfasen, ble det funnet at foringsregimene hvor det ble brukt
hoppekreps i begynnelsen gjorde det bedre enn de gvrige behandlingene. Det ble ogsa observert at
overgangen til tarrfor pa dag 34 etter klekking medfgrte suboptimal ytelse hos berggyltlarvene.

7.1.2 DEB Rognkjeks

Maling av kroppslengde og kroppsareal sa ut til & gi gode estimater av kroppsvolum ogsa for rognkjeks, og
likt som for berggylt var det ikke mulig & bruke C- og N-innhold til DEB-modelleringen. Arsaken er at
plommesekk og kropp sa ut til & ha ganske lik sammensetning slik at malingene ikke kunne brukes til a skille
mellom disse to. Vi fant et karboninnhold pa 0,50 — 0,55 mg/mg for rogkjeksegg/-embryo, mens dette var
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mye lavere i startforingsperioden (0,30 — 0,35 mg/mg). N-innholdet var ganske konstant under hele perioden
(0,10 - 0,12 mg/mg). Rognkjekslarvene endret form etter klekking. Formendringen er rask i begynnelsen,
og fortsetter deretter gradvis. Dette betyr at standardlengde er en darlig proxy for kroppssterrelse i
startforingsfasen. Konklusjonen forelgpig er at DEB parameterne for rognkjeks ikke er veldig ulik torsk
under embryonalutviklingen, men at den skiller seg fra torsk under startforingsfasen hovedsakelig pa grunn
av de store forskjellene i energibidrag fra plommesekken. Modellen viste at féringsregiment hvor det ble
brukt Artemia og tarrfor (FD) ga mellom 8 — 17 % bedre ytelse hos rognkjekslarvene sammenliknet med de
gvrige foringsregimene.
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8 Hovedfunn / Main Findings
Hovedfunn:

e Vi identifiserte flere potensielle lipidbiomarkarer i berggyltegg som kan forutsi eggkvalitet.
Heriblant fant vi 32 lipider som var positivt korrelert med starrelsesrelaterte eggkvalitetsmal, og 24
andre lipider var negativt relatert til samme eggkvalitetsmal hos berggylt.

e Lipidprofilen i rognkjeksegg var tett knyttet opp til sterrelsen pa hunnfisken, befruktning- og
klekkesuksess, og lipidprofilen var forskjellig mellom egg-grupper avhengig av opprinnelse og/eller
diett. Phosphatidylethanolamines (PEs) og phosphatidylcholines (PCs) viste potensiale for bruk som
bioindikatorer for klekkesuksess og befruktningsrate i rognkjeksegg.

e Ved startféring av berggyltlarver ber rotatorier erstattes av hoppekreps (A. tonsa) for god vekst og
overlevelse. Artemia kan erstattes av Semibalanus balanoides-nauplier (CryoPlanktonLarge) da
dette foret sa ut til & gi bedre kapasitet i fordgyelsen. Det virker vere viktig for beindannelsen a ha
et dynamisk foringsregime og begynne terrfortilvenningen i henhold til stgrrrelse nar larvene nar
fleksjon ved ca. 6 mm SL, og ikke i henhold til alder. Dette kan sikre at larvene far dekket
mineralbehovet under forbeiningen.

e Ved startforing av rognkjeks bgr det brukes anriket Artemia, muligens i kombinasjon med rur-
nauplier (S. balanoides), for a oppna rask vekst og god utvikling. Det beste resultatet ble oppnadd
nar terrfortilvenningen ble startet pa dag 20 etter klekking nar larvene hadde en fullt utviklet mage.

e Larvenes foringshistorikk fra de farste dagene med eksogen foring kan fortsatt spores lenge etter
larvene er ferdig med tarrfortilvenning. Disse forskjellene var starst mellom larver som hadde spist
naturlig og anriket levendefor. Genekspresjonsanalyser vil gi flere svar pa hvordan rognkjeks- og
berggyltlarvenes fordayelse og metabolisme pavirkes av ulike fortyper og -organismer.

e Basert pa vare resultater anbefaler vi a studere langtidseffekter av tidligernaring i fisk.
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Main findings:

o We identified several potential lipid biomarkers in ballan wrasse eggs for predicting egg quality.
Herein, we found 32 lipid species which were positively correlated to size related egg parameters,
and 24 other lipids which were negatively correlated to the same parameters.

e The lipid profile in lumpfish eggs was tightly related to female size, fertilization- and hatching
success, and the lipid profile was different between egg batches depending on origin and/or diet.
Phosphatidylethanolamines (PEs) and phosphatidylcholines (PCs) showed potential to be used as
bioindicators for hatching- and fertilization success in lumpfish eggs.

o For startfeeding of ballan wrasse larvae, rotifers should be replaced by copepods (A. tonsa) for good
growth and survival. Artemia could be replaced by cirripede nauplii (S. balanoides) as this seemed
to give a higher digestive capacity. It seems important for ossification to have a dynamic feeding
regime and start weaning according to size when the larvae reach flexion at around 6 - 7 mm standard
length, and not to age. This could ensure that the larvae receive the necessary minerals for
ossification.

o For startfeeding of lumpfish larvae, enriched Artemia should be used, possibly in combination with
cirriped nauplii (S. balanoides), to achieve rapid growth and good development. Best results were
obtained when weaning started on day 20 post hatch, when the larvae developed a fully formed
stomach.

e The feeding history of the first days of exogenous feeding can be traced long after the larvae are
weaned onto a common, formulated diet. These differences were most apparent between larvae that
were fed natural versus enriched live feeds. Gene expression analyses will provide further answers
to how digestion and metabolism is affected by prey and feed types in lumpfish- and ballan wrasse
larvae.

e Based on our results, we recommend to study long-term effects of early nutrition in fish.
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Appendix A - Ballan wrasse (Labrus bergylta) start-feeding experiment microbiome
analysis report




STARTRENS
Ballan wrasse (Labris bergylta) start-feeding experiment
microbiome analysis report

10/12/2020

1. Sample info
1.1. Taxonomy and phylogeny stats

Table 1. Analyzed sample information

phyloseqg-class experiment-level object

otu_table() OTU Table: [ 9975 taxa and 183 samples ]
sample_data() Sample Data: [ 183 samples by 11 sample variables ]
tax_table() Taxonomy Table: [ 9975 taxa by 7 taxonomic ranks ]

phy_tree() Phylogenetic Tree: [ 9975 tips and 9877 internal nodes ]
refseq() DNAStringSet: [ 9975 reference sequences ]

From sample statistic one can read that there are in total 183 samples with 9975 amplicon
sequence variants (ASV) detected. One can refer to ASV as to (sub)species.

1.2. Samples and sequencing depth

Sequencing Depth

0 30000 60000 90000
TotalReads

Figure 1. Sequencing depth. x-axis represents number of reads (sequences), while y-axis
cumulative number of samples.

From figure 1 one can see that sequencing depth varies from 2,500 up to 106,000 sequences
per sample. In order to make data across samples comparable for statistical analysis, one has to



reduce differences in sequencing depth between samples. One way to do this is to perform so-
called rarefying. By doing so, one subsamples (without replacement) to defined number of
reads (sequences).

Table 2. Sample info after removing low-occurrence ASVs and rarefaction to even sampling
depth

phyloseqg-class experiment-level object

otu_table() OTU Table: [ 6737 taxa and 165 samples ]
sample_data() Sample Data: [ 165 samples by 11 sample variables ]
tax_table() Taxonomy Table: [ 6737 taxa by 7 taxonomic ranks ]
phy_tree() Phylogenetic Tree: [ 6737 tips and 6645 internal nodes ]
refseq() DNAStringSet: [ 6737 reference sequences ]

First, we have removed from the dataset all ASVs that were present with less than 10
sequences. Afterwards, we have subsampled (with no replacement) all samples to even depth
of 15,000 sequences. After doing that, all samples that had less than the threshold value were
filtered out of the dataset. Ultimately, 165 samples were retained with 6739 amplicon sequence
variants, as seen in table 2.

1.3. Rarefaction curves
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Figure 2. Rarefaction curves

Plotting rarefaction curves with sequencing depth on x-axis (number of sequences per sample)
and observed OTUs (species) on the y-axis, one enables to observe how much fraction of the
microbiota is actually depicted. If the curves of a sample flattens, that means that with further



sequencing it is unlikely that new/additional species will be captured apart from the ones we
have already observed. On the contrary, if the curves remain steep, that would indicate that
most probably with more sequencing one would find new species.

As seen from figure 2, choosing a threshold of 15,000 sequences for subsampling is optimal, as
the majority of curves flattens out. Choosing lower threshold than 15,000 reads would in return
select for less samples to be discarded, but it would also yield steeper rarefaction curves,
indicating poorer snapshot of microbial community. On the contrary, choosing higher threshold
would discard more samples from the dataset.

One has to be aware that with rarefying one loses a lot of sequence information. E.g. samples
that had >100k reads (sequences), by subsampling they have lost >85k reads if the threshold
was set at 15,000 reads like we did here.

2. Diversity analysis

2.1. Alpha diversity

Alpha diversity measure recaptures diversity within sample. In this instance, observed species
number is taken into account (Chaol) and evenness diversity index (Shannon). Shannon
diversity index, in addition to species richness (abundance), takes also into account the
evenness.

In addition to check which statistical test to choose to evaluate alpha-diversity one has to look
at the data distribution.

Histogram of R2.meta$simpson Histogram of R2.meta$chao1
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Figure 3. Data distribution when both indices are taken into account.

From figure 3. It is possible to observe that data is not normally distributed and is skewed to the
left-hand side. In this case ANOVA test is not suitable and a non-parametric pairwise test like
Kruskal-Wallis should be chosen.



Kruskal-Wallis, *(2) = 31.63, p = <0.0001, n =160 Kruskal-Wallis, x(2) = 16.52, p = 0.00026, n = 160
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Figure 4. alpha-diversity of different sample types

When richness is taken into account, both feed and water samples show higher diversity
compared to larvae microbiota. Similarly, when evenness is additionally calculated there are no
significant differences between water and feed microbiota diversity. However, microbiota
diversity was significantly higher in water and feed compared to larvae. This also means that
larvae samples were more dominated by certain ASVs compared to water and feed ones.
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Figure 5. alpha-diversity between treatment of water samples

There were no significant differences in diversity between treatments of water samples when
only richness and evenness was taken into account.
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Figure 6. Alpha-diversity between treatment of larvae samples

For both diversity measurements exp. Cirriped/Cirriped treatment showed significantly higher
diversity compared to other treatments (except for Cop-Cir with chaol), while there were no
differences between rest of the treatments between each other.

2.2. Beta-diversity, or diversity between samples

Unlike alpha-diversity, beta-diversity is a measure of diversity between samples. It is usually
depicted by a two-dimensional PCoA plot, as seen here. Here different samples are color coded
and time-points are additionally indicated.

How to properly read the plot: Each dot represents total microbial community structure of a
sample, placed in 2D space. If two samples would be identical in microbial community structure,
they would perfectly overlap on the plot. The more the samples are diverse, they will appear
more distant on the plot.
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Figure 7. Beta-diversity between sample types

From the figure 7. on the left-hand side one can read that water and larvae samples show
differences in community composition, however with a large spread along both axes. Feed
microbiota shows similarity in microbial community to both, larvae and water samples. On the
right-hand figure, it is possible to observe that the spread of the samples is influenced by
experimental time (DPH). Water samples starting in the middle of the graph to the right side



and advancing to the lower left-hand side corner. Larvae microbial community dynamics
showed pattern from the top left corner to the center of the figure.

After statistical analysis of beta-diversity significance between the sample types, ADONIS
showed that the sample types were statistically different between each other (Table 3).
However, homogeneity test showed (it was significant) that the data is underrepresented for
some of the sample types and that might have influenced ADONIS (Table 4).

Table 3. ADONIS statistical analysis of different sample types

Sample Type Df SumsOfSqs  MeanSqs F.Model R2 Pr(>F)
Feed vs Water 1 2.315 2.31465 6.1962 0.04833  0.001 ***
Feed vs Larvae 1 2.6171 2.61709 7.2465 0.11832  0.001 ***

Water vs Larvae 1 6.761 6.7611 18.61 0.1117 0.001 ***

Table 4. Betadisper test for homogeneity of data used for ADONIS
Permutation test for homogeneity of multivariate dispersions
Permutation: free

Number of permutations: 999

Response: Distances

Df Sum Sq Mean Sq F N.Perm Pr(>F)
Groups 2 0.05561 0.0278062 3.1813 999 0.042 *
Residuals 162 1.41597 0.0087406

Signif. codes: © '***' @9.001 '**' @9.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1
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Figure 8. Beta-diversity between treatments of water samples

From figure 8 one could read that there are no real differences in community composition
between the treatments of water samples (left-hand figure), since they are suppressed by larger
differences in community composition between different days themselves (DPH) (right-hand
graph).

In order to explore for differences between treatments we can dissect dataset for each DPH
separately:
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Figure 9. Beta-diversity between treatments of separate DPH of water samples

Community development in different treatments can be observed when broken down to
specific DPH. Microbiota started to develop differently after DPH 3, with Copepods/Artemia and
Copepods/Cirripeds treatment showing similarity and were different from exp. Cirriped/Cirriped
and Copepod/Cirriped. This became more apparent after DPH 11. After DPH 22, however,
Copepods/Artemia and Rotifer/Artemia showed more similarity and were apart of
Copepod/Cirriped treatment and exp. Cirriped/Cirriped, which were also different. After DPH 31
all treatments showed unique water microbiota, this continued over DPH 36 to DPH 41. At DPH
41 although still unique microbiota for different treatments, more similarity was seen between
Rotifer/Artemia, Copepods/Cirripeds and Copepods/Artemia treatment, while exp.
Cirriped/Cirriped were significantly apart. At DPH 47 Copepod/Artemia and Copepods/Cirripeds
treatment were very similar and were different from Rotifer/Artemia and exp. Cirriped/Cirriped.

Statistical test ADONIS showed that water samples from different treatments were significantly
different, except for Copepods/Cirripeds and Copepod/Artemia treatment (Table 5).



Additionally, homogeneity test confirmed that data was well dispersed (Table 6), and that
ADONIS results are valid.

Table 5. ADONIS statistical analysis of different treatments in water samples

Treatment Df SumsOfSqs  MeanSqs F.Model R2 Pr(>F)

Exp. Cir/Cir 1 0.9661 0.96614 2.7902 0.05719 0.013 *

vs Cop/Cir

Exp. Cir/Cir 1 0.7644 0.76438 2.1626 0.04399 0.036 *

vs Rot/Art

Exp. Cir/Cir 1 1.0909 1.09086 3.1282 0.05888 0.008 **

vs Cop/Art

Cop/Cir vs 1 1.0275 1.02749 2.9398 0.0545 0.011 *
Rot/Art

Cop/Cir vs 1 0.4027 0.40269 1.1661 0.02114 0.286
Cop/Art

Rot/Art vs 1 0.796 0.79599 2.2645 0.03954 0.027 *
Cop/Cir

Table 6. Betadisper test for homogeneity of data used for ADONIS

Permutation test for homogeneity of multivariate dispersions
Permutation: free
Number of permutations: 999

Response: Distances

Df Sum Sq Mean Sq F N.Perm Pr(>F)
Groups 3 0.002301 0.00076686 0.3397 999 0.794
Residuals 101 0.228010 0.00225752
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Figure 10. Beta-diversity between treatments of larvae samples

Larvae samples for microbiological analysis were collected only after DPH 31. From figure 10
(left-hand figure) one can observe some pattern based on samples origin in regard to treatment.
Most exp. Cirriped/Cirriped samples can be located on the lower left portion, while
Copepod/Cirriped and Copepods/Artemia are occupying central and lower right-hand side of
the figure. Rotifer/Artemia samples show some similarty to Copepods/Cirripeds and
Copepods/Artemia samples, but show some differences as well, as they can be found in upper
portion of the figure.

When broken down according to DPH and plotted separately, differences are becoming more
apparent (Figure 11). At DPH 31 clear distinction between exp. Cirriped/Cirriped and the rest
can be observed as they are tightly located central and left-hand side. Samples from
Copepods/Cirripeds treatment are to be found central and up, clustering with one
Copepods/Artemia sample. Another Copepods/Artemia sample with Rotifer/Artemia sample
can be found at right-hand bottom part. Coming to DPH 36, clear distinction between exp.
Cirriped/Cirriped and the rest is still present. Now Copepods/Cirripeds and Copepods/Artemia
cluster tightly together, and Rotifer/Artemia samples (two of them), slightly apart. Following
DPH 41, Copepod/Artemia and exp. Cirriped/Cirriped start to form separate cluster each, while
Rotifer/Artemia and Copepod/Artemia treatment cluster closely together and apart from rest.
At DPH 47, no exp. Cirriped/Cirriped samples were obtained. Copepod/Artemia and
Copepod/Cirriped samples were closer ogether than Rotifer/Artemia samples.
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Figure 11. Beta-diversity between treatments of separate DPH of larvae samples

Statistical test ADONIS confirmed that there were significant differences in microbial community
composition between exp. Cirriped/Cirriped treatment and all the other treatments (Table 7).
Copepod/Cirriped, Copepod/Artemia and Rotifer/Artemia treatments were not significantly
different between each other. However, both Copepod/Cirriped and Copepod/Artemia
treatment when compared to Rotifer/Artemia showed differences which were close to

significant.

Additionally, homogeneity test confirmed proper distribution of data and validity of ADONIS

(Table 8).

Table 7. ADONIS statistical analysis of different treatments in larvae samples

Treatment
® Copin
® copci
® epcror
® RotAn

Treatment Df SumsOfSqgs MeanSqs F.Model R2 Pr(>F)
Exp. Cir/Cir vs 1 1.0683 1.06832 3.5362 0.15691 0.003 **
Cop/Cir
Exp. Cir/Cir vs 1 1.1375 1.13752 3.5777 0.19258 0.006 **
Rot/Art
Exp. Cir/Cir vs 1 1.2220 1.22203 3.9158 0.17867 0.001 ***
Cop/Art
Cop/Cir vs 1 0.5248 0.52479 1.7886 0.09039 0.071.
Rot/Art
Cop/Cir vs 1 0.3443 0.34427 1.1795 0.05318 0.245
Cop/Art
Rot/Art vs 1 0.4916 0.49161 1.6201 0.08701 0.082.




Cop/Art

Table 8. Betadisper test for homogeneity of data used for ADONIS

Permutation test for homogeneity of multivariate dispersions
Permutation: free
Number of permutations: 999

Response: Distances

Df Sum Sq Mean Sq F N.Perm Pr(>F)
Groups 3 0.02208 0.007359 0.1914 999 0.892
Residuals 36 1.38411 0.038448
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Figure 12. Microbiota composition for feed samples at Order/Family/Genus level at abundance cut-off of 7%. Main columns
represent feed type, while sub-columns feed origin.
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Figure 13. Microbiota composition for larvae samples at Order/Family/Genus level at abundance cut-off of 7%. Main columns

represent feed type, while sub-columns DPH.
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Figure 14. Microbiota composition for water samples at Order/Family/Genus level at abundance cut-off of 7%. Main columns
represent feed type, while sub-columns DPH.
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Appendix B — Lumpfish (Cyclopterus lumpus) start-feeding experiment microbiome
analysis report




STARTRENS
Rognkjeks (Cyclopterus lumpus) start-feeding experiment
microbiome analysis report

22/04/2021

1. Sample info
1.1. Taxonomy and phylogeny stats

Table 1. Analyzed sample information
phyloseq-class experiment-level object

otu_table() OTU Table: [ 4650 taxa and 89 samples ]
sample_data() Sample Data: [ 89 samples by 7 sample variables ]
tax_table() Taxonomy Table: [ 4650 taxa by 7 taxonomic ranks ]
phy_tree() Phylogenetic Tree: [ 4650 tips and 4546 internal nodes ]
refseq() DNAStringSet: [ 4650 reference sequences ]

From sample statistic one can read that there are in total 89 samples with 4650 amplicon
sequence variants (ASV) detected. One can refer to ASV as to (sub)species.

1.2. Samples and sequencing depth

Sequencing Depth

40000 50000 60000 70000 80000
TotalReads

Figure 1. Sequencing depth

From figure 1 one can see that sequencing depth varies from 35,000 up to 82,000
sequences per sample. In order to make data across samples comparable for statistical



analysis, one has to reduce differences in sequencing depth between samples. One way to
do this is to perform so-called rarefying. By doing so, one subsamples (without
replacement) to defined number of reads (sequences).

Table 2. Sample info after removing low-occurrence ASVs and rarefaction to even sampling

depth.
phyloseq-class experiment-level object
otu_table() OTU Table: [ 3323 taxa and 89 samples ]

sample_data() Sample Data: [ 89 samples by 7 sample variables ]
tax_table() Taxonomy Table: [ 3323 taxa by 7 taxonomic ranks ]
phy_tree() Phylogenetic Tree: [ 3323 tips and 3231 internal nodes ]
refseq() DNAStringSet: [ 3323 reference sequences ]

First, we have removed from the dataset all taxa that were present with less than 10
sequences. Afterwards, we have subsampled (with no replacement) all samples to even
depth of 35,000 sequences. After doing that, theoretically all samples that had less than the
threshold value would be filtered out of the dataset. Since, all samples contained 35,000
sequences or more, all were retained.

1.3. Rarefaction curves
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Figure 2. Rarefaction curves



Plotting rarefaction curves with sequencing depth on x-axis (number of sequences per
sample) and observed ASVs (species) on the y-axis, one enables to observe how much
fraction of the microbiota is actually depicted. If the curves of a sample flattens, that means
that with further sequencing it is unlikely that new/additional species will be captured
apart from the ones we have already observed. On the contrary, if the curves remain steep,
that would indicate that most probably with more sequencing one would find new species.

As seen from figure 2, choosing a threshold of 35,000 sequences for subsampling is optimal,
as all of curves flatten out.

One has to be aware that with rarefying one loses a lot of sequence information. E.g.
samples that had >80k reads (sequences), by subsampling they have lost >40k reads if the
threshold was set at 35,000 reads like we did here. However, this is a necessity for
statistical analysis.

2. Diversity analysis
2.1. Alpha diversity

Alpha diversity measure recaptures diversity within sample. In this instance, observed
species number is taken into account (Chaol) and evenness diversity index (Shannon).
Shannon diversity index, in addition to species richness (abundance), takes also into
account the evenness.

We have assessed alpha diversity on the total dataset between water and larvae sample
types, regardless of feed or timeline. Furthermore, we have explored differences in alpha
diversity between different feed types in each, water and larvae samples.

Kruskal-Wallis, (1) = 0.33, p = 0.57,n = 88 Kruskal-Wallis, (1) = 8.82, p = 0.003,n = 89
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Figure 3. alpha-diversity of water and larvae microbial community

When richness of microbiota is taken into account (chaol), there were no significant
difference found between water and larvae samples, considering the complete dataset
regardless of treatment or timeline. On contrary, when evenness is additionally calculated
(Shannon diversity) there larvae samples showed significantly higher microbial diversity
compared to water samples. Taking into account results from both indices, this indicates
that water samples are dominated by fewer taxa compared to larvae samples.
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Figure 4. Alpha-diversity of different feed treatments in water samples

When it comes to water microbial community, there were found no differences between
feed types when evenness (Shannon diversity) was assessed. Only significant difference
was found when number of species was taken into account (chao1l). Pairwise comparison
showed that Art treatment had significantly higher richness in microbial species compared
to Cir and FD treatment.
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Figure 5. Alpha-diversity of different feed treatments in larvae samples

Considering alpha-diversity of larval microbial community, similarly to water one, no
difference were observed when evenness was assessed (Shannon diversity index).
However, exploring richness (chaol), significant difference in alpha diversity between
microbial communities were found. Cop/Cir treatment was most diverse, while Art least
diverse treatment.

2.2. Beta-diversity, or diversity between samples

Unlike alpha-diversity, beta-diversity is a measure of diversity between samples. It is
usually depicted by a two-dimensional PCoA plot, as seen here. Here different samples are
color coded and time-points are additionally indicated.

How to properly read the plot: Each dot represents total microbial community structure of
a sample, placed in 2D space. If two samples would be identical in microbial community



structure, they would perfectly overlap on the plot. The more the samples are diverse, they
will appear more distant on the plot.

We will start beta diversity analysis with total dataset and work our way down towards
subsets based on metadata.
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Figure 6. Beta diversity between sample types and according to the timeline

Considering total dataset, there were no apparent differences in microbial community
composition between larvae and water microbiota. However, when statistically teste with
PERMANOVA, there were found significant differences between water and larvae
microbiota (Table 3). Larger differences driving clustering of groups of samples was based
on DPH (figure 6). Three cluster of samples can be observed here: right hand lower side
with DPH 10 and 17, right-hand upper one with DPH 17 and 21, and left-hand side one with
mostly DPH 26 and 33.

Table 3. PERMANOVA statistical test across different types of samples.

Dataset PERMANOVA BETADISPER
Larvae vs. Water  Total 0.001*** 0.126
FD vs. Art 0.001***
FD vs. Cop/FD 0.005**
FD vs Cir Water 0.001*** 0.736
FD vs. Cop/Cir 0.001***

Artvs. Cop/FD 0.004**



Artvs. Cir 0.002**

Artvs. Cop/Cir 0.001***
Cop/FD vs. Cir 0.01**
Cop/FD VS 0.229
Cop/Cir

Cir vs. Cop/Cir 0.037*
FD vs. Art 0.002**
FD vs. Cop/FD 0.024*
FD vs Cir 0.002**
FD vs. Cop/Cir 0.001***
Artvs. Cop/FD 0.003**
Art vs. Cir Larvae o001 0.28
Artvs. Cop/Cir 0.001***
Cop/FD vs. Cir 0.001***
Cop/FD Vs 0.016*
Cop/Cir

Cir vs. Cop/Cir 0.019*

Exploring only a subset of data, reveals some feed and DPH specific clustering for both
sample type datasets (water and larvae) (figure 7 and figure 8).
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Figure 7. Beta diversity between feed types in water samples and according to the timeline

Two cluster can be observed when exploring water microbial community composition.
Right-hand side containing DPH 10, 17 and 21, while the left-hand side contains DPH 26
and 33. In right-hand side cluster, small separate cluster based on artemia feed can be seen,
as well as rather a vague cluster based on dry feed. Other feed types in that cluster are more
interconnected. The left-hand side cluster exhibits distinct clustering of dry feed samples,

while others are more similar (figure 7).
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Figure 8. Beta diversity between feed types in larvae samples and according to the timeline.

When it comes to larvae microbiota, two separate cluster driven by the time component are
apparent. Right-hand side defined by DPH 10, 17 and 21, while the left-hand side is defined
mostly by DPH 26.

In the right-hand side cluster separate subcluster of artemia feed is to be seen, also
Cirripedia and mix feed cluster are separating from the rest. For right-hand side, no clear
separation can be seen (figure 8).

Separating further down to specific DPH, more differences between feed types can be
observed (figure 9 and figure 10).
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Figure 9. Beta-diversity in water samples fractioned to each sampling day.

At DPH 10 dry feed treatment exhibits different community compared to rest. Mixed
treatment is also separated from artemia and cirriped, however a copepod samples seems
to have similar microbial community structure. At DPH 17, distinct clusters are observed
for each of the treatment, with Cirripedia and mixed treatment sharing similar composition.

DPH 21 and 26 similar observation as for DPH 17.
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Figure 10. Beta-diversity in larvae samples fractioned to each sampling day.

At DPH 10 for larvae microbiota, artemia treatment showed different microbiota forming a
separate cluster. Mixed and copepod treatment formed a separate cluster, while dry and
Cirripedia treatment exhibited another cluster. Slightly different clustering was observed at
DPH 17, where artemia showed still separate clustering from the rest. However, dry and
copepod community showed similarities with cluster on their own. Finally, Cirripedia and
mixed treatment larvae showed unique microbiota, similar to water samples. At DPH 21,
Cirripedia and mixed treatment showed similar microbiota and cluster away from rest of
samples. The other treatments cluster apart as well. DPH 2, dry treatment showed distinct
microbiota compared to rest of samples. The other treatments did not exhibit significantly
distinct clustering.



3. Visualization of microbial community composition

Art water treatment was dominated by Nautella and Vibrio genus from the start of monitoring (DPH 10). Thereafter,
Nonlabens becomes abundant in addition to previously mentioned genera (DPH 17). At DPH 21, Sulfitobacter and Nautella
were most dominating genera. Finally, at DPH 26 Leucothrix was dominating community with >70% in abundance.

Cir treatment was dominant in Tenacibaculum at DPH10 (only one replicate available). At DPH 17 Tencibaculum was still
abundant, but increased abundance of Polaribacter and Sulfitobacter could be observed. By DPH 21 Plaribacter and
Sulfitobacter were still dominating the community, and at DPH 26 Leucothrix took over as the most abundant genera
contributing ca. 50% of community composition.

Cop/Cir treatment was also high in abundance with Tenacibaculum at DPH 10. Other abundant genera included unidentified
taxa from Rhodobacteraceae family and Pseudophaoeobacter. In addition to Rhodobacteraceae, Polaribacter was abundant at
DPH 17, and by DPH 21 was dominating total community (> 60%). Leucothrix and Lacinutrix became abundant at the end of
observation (DPH 26).

In Cop/FD

unindentified genera from Arcobacteraceae family was most abundant, followed by Psychromonas and vibrio. Tenacibaculum
was still abundant. At DPH 21, Fluviicola, Sulfitobacter and Leucothrix were most abundant genera. Finally at DPH 26
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Figure 11. Microbiota composition at Order/Family/Genus level at abundance cut-off of 10% for water samples. Column names
indicate treatment, while sub-columns DPH. Sample IDs are represented on x-axis, and relative abundance on y-axis.
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Figure 12. Microbiota composition at Order/Family/Genus level at abundance cut-off of 10% for larvae samples. Column names
indicate treatment, while sub-columns DPH. Sample IDs are represented on x-axis, and relative abundance on y-axis
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1 Executive summary

Several experiments were performed with early-life stages of ballan wrasse, Labris bergylta.
Separate experiments were performed on the yolk-feeding stages (egg-quality experiments,
from fertilised egg till some 8 days post hatch) and the first feeding stages (from 3-50 dph)
with different feeding regimes. A range of measurements was conducted, including various
weights (dry weight, C and N weight), biometry (length and area of body components),
and respiration (oxygen use). In this report, the data are explored from the perspective
of bioenergetics: to what extent can we use these data to parameterise a Dynamic Energy
Budget (DEB) for ballan wrasse early-life stages, and can we explain differences in life
history between the various feeding regimes.

Advantages of using a DEB-based framework:

1. Explain all life-history traits (length, weight, volume, respiration), over time, within
a single consistent framework. This also allows to identify inconsistencies in data
sets.

2. Account for changes in temperature and food (quality /quantity) over time.

3. A well-calibrated DEB model would allow predictions of growth and development
over time under time-varying temperature and food conditions.

Issues with the data set:

1. The feeding experiment was initiated with larvae aged 3 dph. However, these larvae
does not match the animals of similar age in the egg quality experiment. The animals
in the start-feeding experiment had a much lower yolk volume and lower dry-weight
density than similar-aged larvae in the egg-quality experiment. This raises questions
about the comparability of the two sets of experiments.

2. The initial carbon and nitrogen contents per dry weight in one set of measurements
from the feeding experiment (‘respiration data set’) do not make biological sense.
This likely relates to a experimental problems with the dry-weight measurements.

3. The results from another set of measurements (the ‘extra data set’; weights and SL
on individuals from the same tanks) do not match the results from the other series
of measurements (the ‘respiration data set’), and seem to be shifted. The extra
data also shows a different growth pattern than the other data sets from the same
experiment. Even though the animals were sampled from the same tanks, there is a
rather consistent difference.

4. The data for the yolk-feeding stages can only be understood if there are large shifts in
water content in yolk and structural tissues over ontogeny. However, the weight mea-
surements do not distinguish between yolk and structural biomass, which hampers
the bioenergetic interpretation.



5. In the feeding experiment, variation in the data sets is very large. Individuals differ
up to a factor of 10 in dry weight and body volume, at the same time point, in the
same treatment. For SL, the difference is up to a factor of 2. This makes it difficult
to see growth and development patterns in the data, and hampers comparison of the
treatments.

Specifically, there are several issues that prohibit meaningful DEB-based modelling;:

1. The patterns in yolk depletion and growth are very different from those observed in
cod yolk-feeding stages. The DEB model could describe cod well, but does not suffice
for ballan wrasse. Model modification is needed for wrasse, but this is complicated
by the unexpected large shifts in water content over development (which cannot be
quantified from the current data set). A consistent-yet-simple model for the yolk-
feeding stages of wrasse therefore requires considerable further study.

2. In the feeding experiment, the animals are switched to different food types several
times during the experiment. For the preliminary model analysis, the choice was
made to only include the last switch (to dry feed) in the model; otherwise, the
number of free model parameters would be much too large given the strength of the
data set. Additional complication is that there is no control treatment that can be
considered ad [libitum conditions (over the entire experimental period). Therefore,
there is no objective reference.

3. The large variation between individuals in the feeding experiment makes it impossible
to perform meaningful model analysis: the average response from such a diverse
cohort is unlikely to represent the response of an average individual (see also [9]).

General learnings:

1. Measurements of body length and projected body area appear to be suitable to
estimate body volume. There is no possibility to validate these estimates by direct
measurement, but the results are very reasonable.

2. Measurements of C and N content have little added benefit for wrasse. Yolk and
structure apparently have a very similar composition, so these measurements cannot
be used to separate them. For one data set, we used the C content to estimate dry
weight, as the direct dry-weight measurements were highly suspect. However, this
likely relates to problems with the weight measurements that need to be avoided.

3. C content is around 0.44 mg/mg, and N content around 0.096 mg/mg. These values
seems to be quite constant over the early life stages, and seem to hold for both yolk
and structural biomass.

4. There seem to be large shifts in water content across the yolk-feeding stages. Both
structure and yolk seem to change. The fresh egg has a dry-weight density of 0.26
mg/mm?. In feeding larvae, post-depletion of the yolk sac, the density is approxi-
mately 0.12 mg/mm3. Yolk density appears to increase rapidly after fertilisation, as
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inferred from a rapid decrease in volume that cannot be explained by metabolic usage
of the yolk. Structural biomass density appears to decrease steeply after hatching.

5. An Arrhenius temperature of around 9900 K seems to be appropriate for wrasse.
This allows correction of growth and development for different (or time-varying)
temperatures.

6. Yolk-sac larvae stop growing before the yolk sac is entirely depleted. This is not what
was expected based on work with Atlantic cod, and does not match the current DEB
model structure.

7. Wrasse larvae change in shape after yolk-sac depletion. This shape-change occurs
roughly between a standard length (SL) of 4-8 mm. SL is thus a poor proxy for
body mass in this size range. Until 7-9 dph, the shape correction coefficient is quite
constant around 0.144, but after that increases to approximately 0.29 (a much more
‘rounded’ animal).

Some preliminary conclusions that can be drawn from the limited DEB analyses:

1. The DEB parameters for ballan wrasse do not seem to be very different from those
of Atlantic cod, when corrected for temperature.

2. The results from the feeding experiment indicate that the copepods treatment out-
performs the other treatments, and that the cirriped treatment performs worst. The
switch to dry feed around 34 dph is associated with less-than-optimal performance.

Potential for improvement:

1. Understanding the bioenergetics of the yolk-feeding stages of wrasse would require
more detail on the properties of yolk and structure (e.g., water content), and how
they change over development.

2. In the feeding experiments, inter-individual variation must be decreased or controlled.
If variation is increased by inter-individual competition, different feeding/housing
conditions may improve the situation. Different measurements should, as much as
possible, be conducted on the same individuals (or at least on the same sample).

3. The experimental design was rather fragmented; in retrospect, the design attempted
to answer too many questions at the same time. To parameterise a DEB model, a
more focussed and simpler test design, driven by the model’s requirements, would
have been preferable.



2 Data used

2.1 General overview

Two series of egg quality experiments were performed: an extensive experiment (with
replication) for one set of eggs (BG-1), and a more limited experiment (no replication)
with eggs from several sources. These two sets of experiments were performed at slightly
different temperatures. For each set of experiments, there were two separate samplings for
different measurements:

1. Dry weight, carbon content, nitrogen content, respiration rate. Measurements on
eggs and yolk-sac larvae. Measurements on groups of individuals: 1-8 per data point.

2. Biometry of larvae: yolk area/length/height, body area, standard length, myotome
length /heigth. For the BG-1 experiment, there are also biometrical measurements
on the eggs (egg and yolk diameter). Measurements on individuals.

A feeding experiment was performed, starting with larvae 3 dph, and using four different
feeding regimes. Temperature was increased over the course of the experiment. There were
three separate samplings for different measurements:

1. Dry weight, carbon content, nitrogen content, respiration rate. Measurements on
groups of individuals: 1-8 per data point. Additionally, standard length was mea-
sured.

2. Biometry of larvae: yolk area/length/height, body area, standard length, myotome
length /height. Measurements on individuals.

3. An extra set of measurements on standard length and dry weight. Measurements on
individuals.

2.2 File details

Excel file DataForTjalling.x1lsx received from Arne 13 August 2020. This file contains
data from three experiments: two with non-fed early life stages (the ‘egg-quality experi-
ments’, following eggs and yolk-sac larvae in absence of food), and one starting with larvae,
3 days after hatch, and including food (the ‘feeding experiment’). The first egg-quality ex-
periment used eggs from one source (BG-1) and has several replicates. The second used
eggs from different sources and has no replication (on data point at each sampling time
point). Measured endpoints are dry weight, carbon content, nitrogen content, respiration
rate. For the feeding experiment, additionally, standard length was available. Arne added
data points for standard length in the feeding experiment at ¢ = 3 dph by email on 18
September 2020.

Excel file AP-1 ballan wrasse biometry.xlsx received from Bjorn-Henrik on 31 Au-
gust 2020. This file contains biometrical information from pictures taken in the egg-quality



experiment. These are different replicates than those used for the dry weight and respira-
tion measurements. Measured endpoints are yolk area/length/heigth, body area, standard
length, myotome length /height.

Excel file DataForTjalling biometry.xlsx received from Bjorn-Henrik on 16 Septem-
ber 2020. This file contains biometrical information from pictures taken in the feeding
experiment. These are different replicates than those used for the dry weight and respira-
tion measurements. Measured endpoints are yolk area/length/heigth, body area, standard
length, myotome length /heigth.

Excel file Berggylt egg biometry.xlsx received from Bjorn-Henrik on 21 September
2020. This file contains biometrical information from pictures taken in the first egg-quality
experiment (BG-1). Measured endpoints are egg diameter and yolk diameter (at largest
and smallest width).

Excel file LW Data.x1lsx received from Arne on 12 October 2020. This file contains
additional measurements from the feeding experiment, taking only standard length and
dry weight.

2.3 General data treatment

Any method for bio-energetic analysis of growth and development requires proper estima-
tion of the actual size of the yolk and larval structures. Length measures are only useful if
the organism retains a constant shape, which is certainly not true for the early life stages
of fish. Dry weights are useful, but for the yolk-feeding stages, we need to consider that dry
weight has contributions from both yolk and structure (which are not easy to separate).
Before we can relate the measurements to the DEBkiss-based fish embryo model [11], we
thus need to establish relationships between various length measures, volumes and weights.

Measurements on weights, N/C content, and respiration were performed on pooled
groups of animals. These results are recalculated per individual egg/larva. I assumed that
the respiration rates are from the number of individuals that are reported to have been
entered into the respiration chamber. Dry weight, carbon weight and nitrogen weight are
from animals that have been taken out of the respiration chamber (which, in some cases, is
a bit less). I also included, for the moment, the measurements where doubts where placed
in the Excel file about whether they should be used. The yellow bar in the plots shows
the approximate time of hatching. For BG-1, this was between day 6 and 7, and for the
experiment with different egg sources between day 7 and 8.



3 Relationships length, area and volume

The pictures taken from the animals can be used to estimate lengths, areas and biovolumes
for yolk and structural tissues. For estimating volumes, we need to assume a matching
geometric shape for the various elements. The relationships between linear size measures
and areas/volumes of various geometric shapes are taken from Wikipedia and recalculated
into the desired form below.

3.1 Sphere

A sphere (https://en.wikipedia.org/wiki/Sphere) is a special case of an ellipsoid
where all axes are of equal length. I will use the equations for a sphere to calculate
egg volume from diameter.

Figure 1: Sphere with radius 7.

Volume is calculated from radius (r) or diameter (L):

4 3 4 3
V= 3= §7T(L/2) (1)

We could also use the projected area of the sphere, which is a circle with radius r (https:
//en.wikipedia.org/wiki/Circle):

A

A=qr? —r=4/= (2)
™
Volume is then related to projected area as follows:
4
V= =A% (3)
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3.2 Cylinder

A cylinder (https://en.wikipedia.org/wiki/Cylinder) is probably a useful approxima-
tion for the structural biovolume of larvae post hatch. Especially when using the projected
area and total length. This is the relationship used by [19] for the lipid sac of Calanus
finmarchicus, and, in [20], we also used it as approximation of prosome volume for these
copepods.

Figure 2: Cylinder.

Volume of a cylinder from radius (r) and height (h), or in length (L = h) and width
(W = 2r) of the cylinder:
m

V =nar’h = 4W2L (4)

Projected area of the cylinder (A) is a rectangle with sides 2r and h, which can be used to
derive r from area and height:

A
A=2rh = —
rh —r 5T (5)

Volume can then be calculated from area and length as follows:

TA%2 1 A2 A?

3.3 Prolate spheroid

The prolate spheroid (https://en.wikipedia.org/wiki/Spheroid) is often used as ap-
proximation for non-sperical eggs, lipid/yolk sacs, nauplii and prosome of copepodites.
Here, I will use this shape to represent the yolk in eggs and in yolk-sac larvae.

Volume of a prolate ellipsoid can be calculated from the small and large semi-axes (a
and ¢), or from length and width (L and W):
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Figure 3: Ellipsoid oblate (left) or prolate (right).

4 , 4 9
V = gra’e= m(W/2X(L/2) (7)

Projected area of the spheroid is an ellipse (https://en.wikipedia.org/wiki/Ellipse).
Area of an ellipse from small and large radius (a and c):

A
A=mac—a=— (8)
e

Filling in leads to:

aA

V=
3 me

(9)
Since ¢ = L/2, volume can be calculated from project area and length as follows:

8 A? A?
V=g~ 085 (10)

The difference in assuming a cylinder or prolate spheroid for estimating volume from area
and length is thus very small (less than 10%), so an inappropriate choice of shape here
does not lead to strong bias. Note that a sphere is just a special case of a spheroid (a = ¢).

3.4 Use on wrasse eggs and larvae

For the eggs, I assume a sphere for the total egg (excluding the gum layer) and a prolate
spheroid for the yolk. Just after fertilisation, the yolk sac is quite spherical, but its shape
changes over development in the egg (Figure 4). A prolate spheroid seems like a good
approximation. Volume is calculated from two length measurements (longest and shortest
diameter).

An example of two pictures of wrasse larvae is shown in Figure 5. I will use the
relationships for the prolate spheroid to calculate the volume of the yolk sac from area
and length. The structural area of the larva is calculated as the total area minus the yolk-
sac area. The structural area is combined with myotome length into a structural volume,
assuming the relationship for a cylinder.
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Figure 4: Pictures of eggs just after fertilisation (top row) and shortly before hatching
(bottom row), showing the length measurements on the total egg and the yolk sac.

Body area: 1.1042 mm2

b7
Myotome height: 0.3155 mm l’g

090941

Figure 5: Pictures from early (left) and late (right) yolk-sac larvae of ballan wrasse. Mea-
surements are indicated.
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4 Basic properties

4.1 Weights and carbon content

Starting with the feeding experiment, Figure 6 shows C/dwt and N/dwt. These data
show an increase in both elements over time. This is clearly unrealistic, as it suggests an
inorganic fraction of the dry weight decreasing over time. Furthermore, the initial C/dwt
and N/dwt in the feeding experiments are much lower than the values in the egg-quality
experiments at similar age (see Figure 9). Therefore, I assume that this is a structural
error in the dry weight measurements, and that the C-weights are a more reliable measure
of biomass. Taking only the measurements at ¢ > 30 dph, the relative C-content stabilises
at 0.44 mg C/mg dwt. This is quite comparable to the value for cod used earlier (0.40 mg
C/mg dwt [11]).

The left panel compares directly measured dry weight and dry weight estimated from
C-content, using 0.44 mg C/mg dwt. For the high weight values, the results are the same,
but there is a structural deviation for the small weights, for all feeding treatments. There
is also no meaningful difference, in this comparison, between the treatments.

Conclusions: C-weight is more reliable than dry weight. For structural tissue, a relative
C-content of 0.44 mg/myg is appropriate, and a relative N-content of 0.096 mg/mg.

mean C/dwt: 0.44377 i mean N/dwt: 0.09629
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Figure 6: Carbon and nitrogen content as fraction of dry weight (second and third panel).
Horizontal line is the overall mean for the data ¢t > 30 dph. First panel shows the compar-
ison of the measured dry weight to the dry weight estimated from C content and a C/dwt
ratio of 0.44 mg/mg (line shows the 1:1 relation).

An additional set of animals were measured in the feeding experiment, on which only
standard length and dry weight were determined. These are compared to the dry weights
from the original data set in Figure 7. This shows that there is a typical difference between
the dry weights from the original data set and the extra data set: the latter weigh less, and
the difference is (relatively) larger for small individuals. When dry weight is estimated from
C-content, there is still a difference, but with a rather constant factor across all weights.
There is also a consistent difference in the standard lengths between both data sets. For
some reason, the animals from the extra set are smaller, both in terms of dry weight and of
standard length, than the animals in the original data set. The extra data set also provides
a very different view on the growth patterns (Figure 8). In the original data set, growth
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almost stops after t = 30 dph, while the extra data set shows continued growth throughout
the experiment. This is surprising, given that these animals were sampled from the same
tanks as those for the other sets of measurements.

Conclusions: this supports the earlier assumption that dry weights from the original
data set are unreliable. Dry weight estimated from C-content will be used instead, for this
set of measurements. In principle, the dry weights versus age from the extra set could be
used, but the original data set also contains respiration rate, which was determined on the
same animals. Since respiration is closely link to body weight, it makes sense to focus on
measurements taken from the same group of animals. However, the structural difference
between the data sets is worrying.
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Figure 7: Comparison of mean dry weight from the original data (that included C, N and
respiration measurements) to the data from the extra data set (SL and dry weight only)
in the left panel. Middle panel compares the extra data set to the dry weight estimated
from C-content. Right panel compares the standard lengths in both data sets.

Figure 9 shows the relative C and N content of the eggs/larvae in the two egg-quality
experiments. There seems to be a slight decreasing trend over time, but overall the values
for yolk-feeding stages match those for the late-stage feeding larvae (Figure 6). There is
one strange high value at the first time point. This seems to relate to an unrealistically low
dry weight. The more-or-less constant C and N content implies that yolk and structure
must have a very similar composition. The slight decrease over time may relate to uptake
of ions such as calcium from sea water, but could also be a bias in the measurements.

Conclusions: the results for the yolk-feeding stages support the assumption that the
weight measurements in the first part of the feeding experiment are off. We can use the same
relative carbon and nitrogen contents for yolk-feeding stages as for the feeding stages. Yolk
has approximately the same C and N content per weight unit as structure. We cannot use
the C and N measurements to distinguish between yolk and structure (as was for example
done in [12] to distinguish between structure and lipid storage in copepods).

4.2 Water content of tissues

Starting with the feeding experiment, Figure 10 shows the dry-weight density of the larvae
over time. Dry weight is either directly measured (left) or estimated from C-content (right).
Volume is estimated from the pictures as explained in Section 3.4. Shortly after hatching,
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Figure 8: Comparison of growth patterns (standard length in top panels, dry weight in
bottom panels) between the original data (that included C, N and respiration measure-
ments) and the data from the extra data set (SL and dry weight only).

density appears to be quite large. If we focus on the dry weights estimated from C-content,
dry weight density from ¢ = 10 dph onwards is rather constant at 0.12 mg/mm?. Variability
between the estimates increases towards the end of the experiment. However, it should
be stressed that volume and dry weight were not established on the same individuals.
An increasing variation between animals as the experiment progresses could easily lead
to variation in these density estimates. It is therefore unlikely that these patterns reflect
actual differences between the treatments.

The value of 0.12 mg/mm? is comparable to the 0.15 mg/mm? established for cod larvae
[11]. The density at ¢ = 3 dph is much higher, which could relate to the presence of yolk
or to a different dry-weight density of structure for the larvae shortly after hatch. Since
the yolk sac is only a tiny part of the total animal here (structure and yolk volumes are
some 0.3 and 0.006 mm?, resp.), yolk density cannot explain this high value.

Conclusions: a dry-weight density of 0.12 mg/mm? is appropriate for structural biomass
for the feeding larvae after complete absorption of the yolk sac. For cod, good results were
obtained by assuming the same value for the yolk-feeding stages as well [11]. However, we
have no direct evidence that this is appropriate for wrasse as well, and the data suggest
higher densities for structure shortly post-hatch.

Figure 11 shows the dry-weight density as estimated for the first egg-quality experiment
(BG-1). Again, dry weight was either measured or estimated from C-content. Total egg
volume was derived from the diameter of the total egg. For the yolk-sac larvae, total
volume was calculated as the sum of the estimated volumes of yolk and structural biomass.
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Figure 10: Dry weight density in the feeding experiment across age and treatments (shown
in different colours). Left panel is with measured dry weight, and right panel with dry
weight estimated from C-content. Estimates can only be made when weights and pictures
were measured /taken at the same time point.

Several striking observations can be made from these estimates. Firstly, initial dry-
weight density is very high around 0.26 mg/mm3. Initially, most of the egg is yolk, and
for cod, we established a dry-weight density for yolk of 0.0745 mg/mm? [11]. However,
there seems to be typical difference in yolk hydration between pelagic and demersal eggs
[2]. For the latter, a water content of 68% was reported for eggs of the sand goby, and
74% for herring. For ballan wrasse, Finn et al [6] report a water content of 76%, which
is very close to what we see in Figure 11. However, it is good to realise that the density
of the fresh egg does not necessarily equal the density of yolk. The estimated volume of
the total egg (excluding the gum layers) is approximately 0.4 mm?, while the yolk makes
up some 0.25 mm?®. The rest is structure, chorion and perivitelline space. However, since
the largest part of the egg is yolk, the dry-weight density of yolk should not be radically
different from 0.26 mg/mm?.

Second observation is that there is a huge step-up in dry-weight density at hatching.
Density decreases over the egg stages, which represents the yolk resources that are burnt
to fuel development and maintenance, while the overall volume of the egg remains rather
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Figure 11: Dry weight density in the egg-quality experiment across age for BG-1 only.
Left panel is with measured dry weight, and right panel with dry weight estimated from
C-content. Circles are measured on eggs, triangles on larvae post hatch. Solid line in the
right plot provides a crude estimate based on a dry-weight density of 0.12 mg/mm? for
structure and a guessed 0.80 mg/mm? for yolk; broken line assumes 0.35 mg/mm? for yolk.
Estimates of density can only be made when weights and pictures were measured/taken at
the same time point (exception is made for the value at ¢ = 0, which uses the dry weight
at t =1).

constant (implying uptake of water). The step-up at hatching indicates that, just before
hatching, the egg contains a lot of water that is not part of the yolk or structure (presumably
in the perivitelline space), that is lost at hatching.

For the (late) feeding stages, I established a dry-weight density for structural biomass
of 0.12 mg/mm?3. Let’s assume that this value also holds for early stages. Shortly after
hatching, the yolk sac is not so prominent anymore, so its density should not greatly affect
overall density. Therefore, the value around 0.35 mg/mm? for total density shortly post
hatch is odd. We need to assume a value of some 0.80 mg/mm? for yolk density to match
the pattern in the data, taking the actual ratio of yolk versus structural volume. However,
a yolk water content of only 20% seems quite unrealistic.

The initial value in the feeding experiment (Figure 10) indicates a total density of
0.17-0.18 mg/mm? (assuming that carbon-based dry weight is most accurate). This is
considerably lower than the values in Figure 11. The initial time point of the feeding
experiment is 3 dph, which should correspond to 10 dpf. However, the yolk content of the
larvae 3 dph in the feeding experiment is much lower, and the structural volume much
larger, than those of supposedly similar-aged larvae in the egg-quality experiment (in fact
they are more similar to the larvae at 16 dpf). Clearly, there is some inconsistency between
these sets of experiments.

Looking at the second egg experiment (eggs from different sources, Figure 12), we see an
even clearer decrease in the estimated dry-weight density after hatch (fewer pictures of eggs
were taken in this experiment, and they did not allow meaningful biometrical analysis).
The decrease in density can be captured by yolk depletion, but again only by assuming
an unrealistically-high density for yolk. It is possible that the early larval structure has a
higher density than the later stages (so water content would increase post hatch), or that
the volume estimation is biased. As an alternative explanation, structural density may
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have decreased considerably post hatching. Unfortunately, we do not have more direct
evidence for this process. Changes in water content over early development have been
reported [13, 4], although not to the extent needed to explain the current data set.
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Figure 12: Dry weight density in the egg-quality experiment 2 (different egg sources).
Left panel is with measured dry weight, and right panel with dry weight estimated
from C-content. Symbols are individual observations (2-8 individuals pooled). Since the
weight /carbon and length/area measurements were mostly not made at the same time
points, the weights were interpolated to the time points of the length/area measurements.
Solid line in the right plot provides a crude estimate based on a dry-weight density of 0.12
mg/mm? for structure and a guessed 0.80 mg/mm? for yolk. Broken line uses a rather
arbitrary 0.40 mg/mm? for yolk, and a linearly decreasing density from 0.35-0.12 mg/mm?
over time for structure.

Conclusions: dry-weight density of a fresh eqg seems to be around 0.26 mg/mm?. We
may expect the density of yolk to be somewhere in the neighbourhood of this value (at least
initially). Note that the fresh egq is not completely consisting of yolk: the chorion etc. will
also contribute to the dry weight. In the late feeding larvae, structural density is around
0.12 mg/mm?3. However, the data suggest that it is higher in the yolk-feeding stages, and
decreasing over development. The animals at the start of the feeding experiment are very
different from the animals from the egg-quality experiment at similar age (they have less
yolk and a lower density).

4.3 Shape-correction coefficient

Figure 13 shows the shape-correction coefficient for the larvae post-hatch in the egg-quality
experiment (BG-1). The shape coefficient is the volumetric length (cubic root of structural
volume) divided by the actual length (here: standard length). A cube has a shape coef-
ficient of 1, and smaller values mean a more elongated animal. The coefficient is rather
constant over the test at a value of 0.144. For cod larvae, a similar value of 0.157 was
established [11].

Figure 14 shows the shape-correction coefficient for the larvae post-hatch in the second
egg-quality experiment (eggs from different sources). These results are quite comparable
to those for BG-1 although there seem to be somewhat higher values immediately post
hatch and by the end of the experiment.
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estimated structural volume. Lines are based on the shape correction coefficient of 0.144
as established for BG-1.

For the feeding experiment, the corresponding plot is shown in Figure 15. The first
value (3 dph, which should correspond to approximately 10 dpf), is quite close to the
value established in the egg-quality experiment. However, after that, the shape coefficient
increases till it stabilises at approximately 0.29 for the larger animals (SL > 8 mm). The
middle and right plots show that there is no difference in shape between the treatments;
the difference in the left panel (with age at the x-axis) is only caused by a delay in growth
for the blue treatment.

Conclusions: till approrimately 7-9 dph, the shape-correction coefficient is quite con-
stant at 0.144, which indicates that the larvae do not change substantially in shape. After
that (roughly 10-35 dph), the coefficient increases till approz. 0.29, which indicates a
‘rounder animal’ (more volume per length unit). For feeding larvae, SL is thus a poor
proxy for body mass or volume).

We can compare these results to the data of Gagnat et al [7], who also measured
weights and volumes of ballan wrasse larvae (Figure 16). The pattern of an increasing
shape coefficient is very similar. However, the values for the shape coefficient are much
lower. Gagnat et al determined volume of various organs by measuring the area in thin
slices of the animal. Total volume was given by the sum of the areas time the thickness
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and distance of the slices. The measurement of standard length is pretty robust, so this
difference is likely related to the estimation of body volume. A few days after hatching,
the animals in our test and in Gagnat et al have an SL of 4 mm. In Gagnat et al, they
have a total body volume of some 0.1 mm?, while I estimate some 0.2 mm?. Dry weight
is somewhere around 0.05 mg. This gives a dry-weight density for our estimates of 0.25
mg/mm?, and for Gagnat et al a much higher value at 0.50 mg/mm3. It is entirely possible
that our cylinder approximation overestimates the volume of the animals; e.g., because the
animals are flattened sideways. However, a density of 0.50 mg/mm3 is clearly unrealistic,
and [ therefore question the volume estimates of Gagnat et al.
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Figure 16: Shape-correction coefficient for feeding stages, as calculated from standard
length and the cubic root of estimated volume, as reported by Gagnat et al [7].
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4.4 Arrhenius temperature

The three experiments in this study were performed at different temperatures, and in
the feeding experiment, the temperature increased over time. Therefore, temperature
corrections are needed to compare the results to each other and to the DEB predictions.
I used the collected data on hatching time at different temperatures from D’Arcy et al [3]
to derive the Arrhenius temperature. The Arrhenius relationship is given by:

T TA)

Tos rad (11)
Where Fr is the temperature-correction factor by which all times and rate constants need
to be multiplied or divided. In the case of hatching time, we need to divide by this
factor, since hatching time decreases with increasing temperature. Further, T is the actual
temperature, T,.; a reference temperature, and 7y the Arrhenius temperature. All T} are
in Kelvin in this equation. Using a reference temperature of 10°C, we obtain a hatching
time at this reference of 8.3 days, and an Arrhenius temperature of 9900 K (with a 95%
confidence interval of 5500-15000 K). I assume that this Arrhenius temperature holds for
all times and rate constants throughout the life cycle of this species. This value is well in
line with the default of 8000 K, often used as default for DEB analyses [16].

Fr =exp (

Plotted from: byom_arrhenius (07-Oct-2020)

hatching time (days)

8 10 12 14 16 18 20
incubation temperature (C)

Figure 17: Fitting the Arrhenius temperature on the data for hatching time as collected
by [3].

Conclusions: an Arrhenius temperature of 9900 K can be used for the temperature

corrections between and within experiments. FEven though it is uncertain, based on the
available data, it should provide a reasonable approzimation.
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5 Growth patterns

5.1 Egg-quality experiment

Figure 18 shows the estimates of volumes and measured /estimated lengths over time in the
egg-quality experiment (BG-1). Standard length shows the same ‘hockey-stick’” pattern as
observed for cod [11]. However, for cod, the stop in length growth occurred at the same
time as the depletion of the yolk sac. This is also the expectation from the DEBkiss
embryo model [11]: growth stops because yolk is depleted. In this data set, however, the
yolk sac shows a steady decrease over the entire time course of the experiment, and is not
even completely depleted at the last time point (approx. 9 dph). Estimated structural
volume of the larvae increases in a similar pattern as the length measurements, levelling off
at around the same time. The last time point indicates an increase again. This might be
simply variation, but it may also indicate an increase in water content of the larval structure
Total volume has a sharp drop at hatch, which likely relates a large water content of the egg
prior to hatch (water that is not part of the embryo’s yolk or structure), plus a contribution
from the shedding of the chorion etc.
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Figure 18: Volumes and lengths over time in the egg-quality experiment. Means are
shown as filled symbols and individual measurements as dots. Circles are estimates from
measurements on eggs, while triangles are from measurements on hatched larvae.

Figure 19 shows the dry weights from the same experiments (but different animals).
Dry weight decreases over time, which is to be expected as the animals do not take up
food: their tissue growth is fuelled completely by depletion of the yolk sac. I expected a
drop in dry weight around hatch, as the chorion is shed by the larva. In earlier work with
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cod, the data set (taken from the literature) showed a clear decrease in dry weight at hatch
[11]. In Figure 19, there is no clear drop in weight at hatching. It is possible that this
relates to a thinning of the chorion as a prelude to hatching (see [5]).

Figure 20 shows the estimated volumes and measured/estimated lengths over time in
the second egg-quality experiment, with eggs from different sources. Increase in standard
length stops again around ¢t = 11 dpf. However, both structural and total volume continue
to increase over time, much more clearly than in the first experiment. Figure 21 shows the
corresponding dry weights, decreasing over time. The decrease in weight, coupled with the
increase in total volume, leads to the steep decrease in dry weight density of Figure 12. It
is thus likely that the water content of the larvae increases substantially after hatching.
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Figure 19: Dry weights over time in the egg-quality experiment. Means are shown as filled
symbols and individual measurements as dots. Left, dry weight directly measured, middle
estimated from C, and right panel estimated from N content. Two outliers removed: an
extremely high value for N content and an extremely high value for measured dry weight.

Conclusions: the variability in the egg-qulaity experiments is limited. Length growth
stops before yolk is fully depleted. Yolk volume rapidly decreases post fertilisation, but
slows down later. The second eqgg-quality experiments shows a clear increase in volume
post hatch, while growth in standard length stops.

5.2 Feeding experiment

Estimated volumes and lengths are shown in Figure 22. Length growth in all treatments is
close to linear, which is the expectation for initial growth (far away from the maximum body
size) from DEB models (in the absence of metabolic acceleration, see [15, 17]), but seems
to decrease by the end of the experiment. This was unexpected, given that temperature
increases, but could relate to the switch to dry food (the weaning phase was from 32-36
dph). However, a complete analysis requires a temperature correction. For standard length,
two sets of symbols are shown since this endpoint was determined in the respiration/weights
measurements and for the biometry from the photographs (there is even a third set of
measurements, which is not plotted here).

The only obvious difference between the treatments is that the cirriped-feeding group
(blue points) shows less growth than the others. There are no obvious differences between
the other groups.
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Figure 20: Volumes and lengths over time in the second egg-quality experiment (different
egg sources). Means are shown as filled symbols and individual measurements as dots.
Only measurements on hatched larvae.

The inter-individual (or inter-replicate) variability is very large, and increases over the
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experiment. This variability will be discussed in more detail in Section 7.4.

Conclusions: there is large variation in the data set for the feeding experiment. Initial
length growth is close to linear. Growth seems to slow down by the end of the experiment.

The cirriped treatment clearly performs worse than the other feeding regimes.
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Figure 21: Dry weights over time in the second egg-quality experiment (different egg
sources). Individual measurements are shown as filled symbols. Left, dry weight directly
measured, middle estimated from C, and right panel estimated from N content.
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6 Respiration patterns

6.1 Egg-quality experiment

Respiration increases with age, but the weight-specific respiration decreases (Figure 24).
This relates to the use of yolk, which contributes to the dry weight but does not require
maintenance. There seems to be a pattern in the respiration rate with age, with an increase
around hatching and a decrease after hatch. However, it is quite possible that this is just
variation (a similar pattern was not observed in the second egg-quality experiment).
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Figure 24: Respiration rates (oxygen use) over time (left, and per dwt right) and over dry
weight (middle) in the egg-quality experiment. Means are shown as filled symbols and
individual measurements as dots.

The second egg-quality experiments shows very similar patterns for respiration (Figure
25). Given the degree of variation in the BG-1 experiment, it is unlikely that observed
differences between the egg sources are meaningful.
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Figure 25: Respiration rates (oxygen use) over time (left, and per dwt right) and over dry
weight (middle) in the second egg-quality experiment. Individual measurements are shown
as filled symbols.

Conclusions: for the yolk-feeding stages, weight-specific respiration decreases over de-
velopment as expected. QOuverall, there seems to be no discontinuity in the respiration curve
at hatching.
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6.2 Feeding experiment

Respiration obviously increases with age and body dry weight. The differences between
treatments in the respiration-age plot disappear when respiration is plotted against dry
weight. Therefore, there are no obvious treatment effects on respiration: the observed
differences in the left panel are caused by a delayed growth in the cirriped treatment
(blue points). Weight-specific respiration is low initially. This is unlikely to be due to the
contribution of yolk to the dry weight, since these animals have only a tiny bit of yolk
left. It is more likely the absence of feeding, and thereby growth, and thereby the overhead
costs for these processes, that limit respiration. Over the feeding stages, specific respiration
declines somewhat over time. This is unexpected, given that temperature increases, but
may be linked to the slight decrease in length growth in Figure 22, by the end of the
experiment, which indicates less effective feeding/assimilation. This could be related to
the switch to dry food (the weaning phase was from 32-36 dph).
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Figure 26: Respiration rates (oxygen use) over time (left, and per dwt right) and over dry
weight (middle, note the log-scale) in the feeding experiment. Means are shown as filled
symbols and individual measurements as dots.

Conclusions: in the feeding stages, weight-specific respiration is quite stable, althought
here is a slight decrease by the end of the experiment (likely related to a decrease in growth).
There is no obvious differences in respiration rate between the treatments, when comparing
animals of similar body weight.
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7 Comparison to DEBkiss model

7.1 Expected patterns from cod paper

The DEBkiss embryo model provided an excellent fit to the data for cod early-life stages
[11], as reproduced here in Figure 27. Yolk depletion accelerates over time because the
embryo assimilates the yolk at a rate that is proportional to its structural body volume to
the power % When yolk completely runs out, structural growth stops and the respiration
rate drops. Note the step-wise change in dry weight at hatch, which is caused by the
shedding of the chorion.
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Figure 27: Fit of the DEBkiss model on yolk-feeding stages of cod, taken from Jager et al
[11].

The patterns in the data for the wrasse yolk-feeding stages are quite different. Figure
18 shows that yolk volume stays rather constant for the first few days, but then decreases
almost exponentially until hatching, when the yolk is depleted further in a slower and more
linear manner. This is completely different from the curve in Figure 27b. It is unlikely
that the rapid decrease in yolk volume between day 1 and 3 is due to assimilation by the
embryonic structure. That hypothesis is inconsistent with the low initial level of respiration
in Figure 24, and the increase in respiration over day 1 to 6 (while the yolk depletion rate
decreases along this part of the time vector). A plausible hypothesis is that the water
content of yolk decreases over time, particularly between day 1 and 3. Figures 11 and 12
also suggest that the dry-weight density of larval structure decreases after hatch, and thus
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that water content increases. Changes in water content were not used (and not needed)
for the cod paper [11].

In itself, such changes in water content of yolk/structure are not unheard of. As ex-
plained by Jung et al [13] (and references therein), the embryo initially has low capability
for osmoregulation, so the egg will lose water to its surroundings (the ambient sea water).
Later in development, osmoregulation steps up and water content increases again. Unfor-
tunately, we do not have weight measurements of yolk and structure individually, but only
from their sum. Interestingly, Jung et al [13] uses Atlantic cod as model species, where
we, in earlier work, had good fits assuming constant (but different) water content of yolk
and structure. For rainbow trout, water content of larval structure was found to increase
after hatching, from approximately 87 to 91% [4]. This is a freshwater species, so changes
in water content are perhaps not entirely related to osmoregulation. These authors also
observed an increase in yolk water content after hatching. Interestingly, a very similar ex-
ponential pattern in yolk depletion was observed for the freshwater medaka [8]. There, the
start of the rapid decrease in yolk volume was linked to the initiation of blood circulation.
However, water content of yolk was not determined in that experiment.

Figure 18 shows that yolk is not completely depleted by the end of the experiment (16
dpf) while length growth stops around ¢ = 11 dpf already. This is not in line with the
assumptions of the DEBkiss model: yolk is assumed to be assimilated at the maximum
rate that the embryo is capable of, given its current size. The rate of yolk depletion will
thus increase as the embryonic structure grows, and stop suddenly when the yolk is fully
depleted. This prediction was consistent with the data for cod embryos ([11], Figure 27),
but not for our wrasse data. Also for rainbow trout, structural size was observed to reach
its maximum before yolk would completely run out, and final yolk resorption was relatively
slow [4]. Several authors have speculated that the rate of yolk use depends on the size or
surface area of the yolk sac (e.g., [1] for salmonids).

In summary, the observed patterns for yolk-feeding wrasse are not consistent with the
DEB-based model developed for cod embryos/larvae. The patterns for wrasse are also in-
ternally inconsistent, at least when assuming constant water content of yolk and structure.
Since we lack the information needed to properly quantify changes in water content of yolk
and structure, there is little opportunity to parameterise a DEB-based model to these data
(especially as some ad hoc modifications are likely needed to catch the stop of growth before
the depletion of the yolk sac).

7.2 Tries with egg-quality data

Given the uncertainties about the interpretation of the measurements (especially the in-
dications for substantial changes in water content of yolk and structure over ontogeny),
there is little point in attempting to fit the DEBkiss embryo model to the data. There
will be many free/unknown parameters, which will easily produce a good fit for the wrong
reasons. Instead, I will try to make small modifications to the cod parameterisation [11] to
see whether the wrasse embryos/larvae behave similarly, and explore which changes could
improve the model correspondence to the wrasse data. These modifications are summarised
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Symbol Explanation cod BG-1 egg-2  feeding

First step settings

dp Dry-weight density yolk (mg/mm?) 0.0745 0.26 0.26 n.a.

de Carbon content structure/yolk (mg/mg) 0.40 0.44 0.44 0.44

dy Dry-weight density structure (mg/mm?) 0.15 0.12 0.12 0.12

f Scaled feeding post-hatch (-) 0 0 0 1

feirr Scaled feeding on cirripeds n.a. n.a. n.a. 0.70

Ty Hatching time (d) 16 6.5 7.5 n.a.

T Temperature in the test (°C) 6 8.3 9.1 g(t)

Ty Arrhenius temperature (K) n.a. 9900 9900 9900

Wy Initial structural dry weight (mg) 0.00235 0.00235 0.00235  0.055

Im Shape-correction coefficient (-) 0.157 0.144 0.144 h(t)
Second step settings

dy Dry-weight density structure (mg/mm?) 0.15 0.15 0.15

J10 Scaled yolk assimilation for ¢ > 10 dpf (-) 1 0.2 0.2

Wgo  Initial yolk dry weight (mg) 0.10  0.065  0.065

W. Weight of chorion (mg) 0.020 0.030 0.030

Table 1: Modified parameters, relative to the values established for cod [11]. Symbols g(t)
and h(t) represent fitted/smoothed functions of time. N.a. is ‘not applicable’.

in Table 1.

The first series of modifications are the obvious ones that deal with specific traits of
the species, or settings of the experiment. The dry-weight density of yolk needs to be
much larger for wrasse to explain the observed density of the fresh egg. I assume that
yolk density equals the density of the fresh egg, taking the mean of the first three data
points in Figure 11. For the carbon content of structure/yolk I take the value established
for the feeding stages (Figure 6), which also worked for the yolk-feeding stages (Figure
9). For the dry-weight density of structural tissues, I take the value as established for the
feeding larvae (Figure 10). Hatching time was modified to the observed hatching time in
each experiment. Similarly, temperature was set to the value in each experiment. For the
Arrhenius temperature, the result from the fit on the hatching times from literature was
used (Figure 17). For the shape-correction coefficient, the mean value in Figure 14 was
used. For all other parameters, the cod parameters are used.

The results for the first egg-quality experiment (BG-1) are shown in Figure 28. The
first thing to realise is that, even though the overall correspondence is rather poor, it is
not totally off. This indicates that the yolk-feeding stages of wrasse or not extremely
dissimilar from those of Atlantic cod. For oxygen use, the correspondence is, surprisingly,
almost perfect. Figure 29 shows the results for the second experiment, with eggs from
different sources; there is no replication for length, weight or respiration in that data set.
Results are very similar to BG-1, and there are no obvious differences between the egg
batches.

One of the most obvious differences between the cod curves and the wrasse data points is
that the wrasse egg is somewhat smaller, and initially contains less yolk volume. Therefore,
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Figure 28: Simulation with the DEBkiss model for yolk-feeding stages against the egg-
quality data for BG-1. Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’ settings of
Table 1. Error bars are 95% confidence intervals on the data points.

an obvious second-step modification is to tune the initial yolk weight of the egg. A second
obvious difference is that the wrasse stop growing in length and volume before yolk runs
out, and that yolk depletion is very slow post hatching, compare to the model prediction
(which predicts an ever increasing rate of yolk depletion as the larva grows). As a quick-
and-dirty modification, I add a switch that lowers the scaled feeding rate f from 1 (ad
libitum feeding) to an arbitrary 0.2 at ¢ = 10 dpf. This yields a consistent response on
all endpoints, which more closely resembles the patterns observed in the data. Additional
tweaks were made to the dry-weight density of structure and the chorion weight. The
chorion of demersal eggs is stated to make up 10-33% of the egg dry weight [18]. The
tweaked value here (0.03 mg, on a total egg dry weight of approximately 0.1 mg) would be
at the upper end of that range.

The results are plotted in Figures 30 and 31. With these modifications, the standard
length, structural volume, and dry weight are well-captured by the model for BG-1. Initial
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Figure 29: Simulation with the DEBkiss model for yolk-feeding stages against the egg-
quality data for the second experiment (different egg sources). Parameters used are for
cod [11] with the ‘first stage’ settings of Table 1. Error bars on volumes are 95% confidence
intervals on the data points.

yolk volume is matched by the tuning of the initial yolk dry weight. The pattern of yolk
depletion is still not well captured by the model. This is not surprising as the initial fast
yolk depletion cannot be caused by assimilation of the (still tiny) embryo. It is most likely
that the water content of the yolk drastically decreases between day 1 and 4.

The initial part of the respiration curve, up to the switch in yolk-assimilation rate at
t = 10 dpf, is only slightly underestimated. However, the model predicts a substantial
decrease in respiration rate at ¢ = 10 dpf as yolk absorption decreases and growth stops
(and thereby the overhead costs of the growth process). This decrease is not shown in
the data, which in fact show an increase at ¢ = 10 dpf, after which it remains constant
as expected. It is possible that the growth costs are lower than assumed in the model,
or that the animals increase their activity at this point (attempting to catch prey). How-
ever, the latter explanation still begs the question where the resources are coming from to
fuel this increased respiration: yolk is not depleted more rapidly, and weight and volume
remain constant. It is also possible that the animals are stressed during the respiration
measurements, and only temporarily increased their activity (and hence their respiration
rate).

The model predicts a sudden decrease in dry weight at hatch, as the chorion is shed. The
data, however, indicate a more smooth decrease, already before hatching. This may relate
to degradation of the chorion during incubation, as a preparation to hatching. Thinning
of the chorion before hatch was observed in halibut [5], caused by release of a hatching
enzyme that degrades the chorion from inside. A similar process may be occurring in
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Figure 30: Simulation with the DEBkiss model for yolk-feeding stages against the egg-
quality data for BG-1. Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’ and ‘second
stage’ settings of Table 1. Error bars are 95% confidence intervals on the data points.

wrasse in this study.

For the second egg-quality experiment (Figure 31), some differences with the first data
set (BG-1) now become more apparent. Length and volume growth is somewhat delayed,
relative to BG-1, and structural volume shows an increase after yolk is depleted where
a plateau was expected. The yolk-sac larva from this experiment also showed a more
prominent decrease in dry-weight density after hatch (Figure 12). The length and structural
volume data for this second experiment are quite similar to those for BG-1. However, the
second experiment was performed at a somewhat higher temperature (9.1 versus 8.3°C).
This modifies the model curves, in this case increasing the distance to the data points.
Interestingly, hatching time was a day later in the second experiment, which is also not
according to the expectations of hatching time decreasing with increasing temperature.
There are no obvious differences between the various egg sources in the second experiment.
Although, for respiration, it seems that the NOV eggs increase respiration post hatch while
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Figure 31: Simulation with the DEBkiss model for yolk-feeding stages against the egg-
quality data for the second experiment (different egg sources). Parameters used are for
cod [11] with the ‘first stage’ and ‘second stage’ settings of Table 1. Error bars on volumes
are 95% confidence intervals on the data points.

the Stord eggs show a plateau. However, without replication, it is difficult to judge whether
this is a real difference or just variation in the data.

7.3 'Tries with feeding experiment

As for the egg experiments, dry-weight density and Arrhenius temperature were set to the
values established in this study. The initial part of the experiment (first 10 days post hatch)
was not included into the simulations as it is unclear how the transition from yolk-feeding
to prey-catching should be modelled. Therefore, initial yolk weight was set to zero, and
initial structural weight was tuned to provide an approximate match at ¢ = 10 dph.

In the feeding experiment, the temperature was increased over the experiment. Since
temperature has a considerable impact on life history, this needs to be accounted for. The
measured temperatures were fitted with a 5-point moving mean (Figure 32), and this curve
was subsequently used in the model (using the Arrhenius equation of Eq. 11).

In the feeding experiment, the shape-correction coefficient was found to change over
time. This was included by using the fit of a maximised hyperbolic function in volumetric
length (Figure 33). The function is given by:

bL
0y = mi 12
Fitted values were: a = 0.2926, b = 0.4359, ¢ = 1.2106.
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Figure 32: Moving mean (5 point) for the temperature in the feeding experiment. All
treatments pooled.

The feeding scenarios require some consideration. For each treatment, there are several
switches in food type, and a weaning period of several days in which two food types are
offered together. At 32-36 dph, the animals in all treatments are weaned onto dry feed.
For the initial simulation, I set the scaled feeding rate f to 1, indicating ad libitum feeding.
The only treatment that clearly deviates in terms of growth/respiration is the cirripeds.
To provide an approximate fit, the scaled feeding rate f was set to 0.70 for this treatment.
However, when switching to dry food (set at 34 dph), f is set back to 1, similar to the
other treatments.

In the simulations I show the three sets of experimental data separately:

1. Data set including respiration data, but also standard length and dry weight. The
observations are averages for 2-8 individuals. Note that dry weight was estimated
from carbon content as explained in Section 4.1.

2. Biometry data yielding standard length and structural volume. Observations on
individual animals.

3. Extra data set with standard length and dry weight of individual animals.

The resulting simulation is shown in Figure 34-36. Given that the only parameter
(roughly) tuned to the data set is the limited feeding rate on the cirriped regime, the
correspondence to the data is remarkably good. This shows that DEBkiss parameters for
cod can provide a very reasonable description for wrasse as well. Standard length and
volume are closely matched by the model. Data set 1 shows a tendency for dry weight and
respiration to level off by the end of the experiment (i.e., after the switch to dry feed).
This levelling off of growth at the switch to dry feed is less obvious in data set 2 (biometry
data).

The cirriped treatment does not respond to the switch to dry feed as predicted by the
model. This indicates that dry feed may not be optimal at this age (so f < 1). Interestingly,
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in data set 3, the animals are consistently smaller (in terms of length and weight) than in
the other data sets (which was already noted in relation to Figure 7). This is surprising
since these animals were obtained from the same experiment as the other data sets. This
could result from the large inter-individual variation in the experimental cohorts, though
this cannot explain why there is such a consistent bias. Note that the measurements for
the three data sets were performed on different samples from the same tanks.
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Figure 34: Simulation with the DEBkiss model for feeding stages against the data for the
various feeding regimes (data set 1). Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’
settings of Table 1. Error bars are 95% confidence intervals on the data points.
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Figure 35: Simulation with the DEBkiss model for feeding stages against the data for the
various feeding regimes (data set 2). Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’
settings of Table 1. Error bars are 95% confidence intervals on the data points.
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Figure 36: Simulation with the DEBkiss model for feeding stages against the data for the
various feeding regimes (data set 3). Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’
settings of Table 1. Error bars are 95% confidence intervals on the data points.
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7.4 Closer look at inter-individual variation

Figure 37-39 shows the same plots as in the previous sections, but now plotting individual
data points rather than means. For data set 1, the measurements were performed on 1-8
animals, but for data set 2 and 3, measurements were performed on individual animals.
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Figure 37: Simulation with the DEBkiss model for feeding stages against the data for the
various feeding regimes (data set 1). Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’
settings of Table 1. Data points are replicate measurements (based on 1-8 individuals).

Clearly, the variation between individuals is very large, and increases over time. This
makes it very difficult to fit models: the mean growth and development of such a variable
cohort is unlikely to represent the growth and development of an average individual (see also
[9]). This variation may be caused by differences between the individuals at the start of the
experiment. However, it is likely that competition for food has played a role, exaggerating
initial intrinsic or random differences between individuals. Individuals that are somewhat
larger early in the experiment may gain better access to the food than individuals that are
somewhat smaller, and competition will increase this difference over time.*

IFigure 2.1 in the book by Bas Kooijman [14] provides a vivid example.
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Figure 38: Simulation with the DEBkiss model for feeding stages against the data for the
various feeding regimes (data set 2). Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’
settings of Table 1. Data points are measurements on individual animals.
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Figure 39: Simulation with the DEBkiss model for feeding stages against the data for the
various feeding regimes (data set 3). Parameters used are for cod [11] with the ‘first stage’
settings of Table 1. Data points are measurements on individual animals.
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7.5 Fitting on the feeding experiment

As a final attempt extracting information from the data set, I will fit the DEBkiss model
to the collected data from the feeding experiment. The fitted parameters are the initial
structural dry weight (Wy) and two basic species-specific DEBkiss parameters (J5,,, Ji;)-
Since this data set does not contain information on reproduction, the allocation fraction
to soma was fixed to the general default value (k = 0.8, see [10]). Furthermore, a number
of scaled feeding rates need to be fitted. Each of the four treatments will receive its own
scaled feeding rate f.. Additionally, the switch to dry feed (for all treatments set at 34
dph) will have its own fg,. This allows the model fit to determine whether the switch to
dry feed leads to a decrease in growth and development. Note that this fg, is taken the
same for all treatments, and comes into play at 34 dph. The f for the ‘mixed’ treatment
is fixed as 1, as the reference treatment. Since f is scaled, we need to fix one of them.

Note: fits have been performed with data transformations. For body length, no transfor-
mation was used. For the other endpoints, square-root transformation was used. This is a
milder transformation than log-transformation, as the latter may place too much weight on
the small values that are more difficult to measure accurately. Note that the plotted means
and error bars are calculated on the transformed data and subsequently back-transformed.

In light of the limitations of the data set, this analysis should be seen as highly pre-
liminary. The resulting fits are not unreasonable (Figure 40-42). A good fit on all dry
weight data is not possible as the data for set 1 and 3 are inconsistent. For the basic pa-
rameters (J%,, and Jy,), the differences with the values established for cod remain small.
Perhaps the most interesting finding lies in the comparison of the various scaled food levels
f«. This analysis suggests that the treatments ‘mixed’ and ‘industry standard’ yield very
similar patterns of growth, development and respiration (the confidence intervals also over-
lap). The ‘copepods’ treatment performs best (confidence intervals do not overlap with
the other treatments), though the effect is rather limited (some 5-10% more feeding than
‘mixed’ and ‘industry standard’). The ‘cirripeds’ treatment clearly performs worst: 30-40%
less feeding than in the other treatments. It is also noteworthy that the ‘dry feed’ switch
at 34 dph is associated with a rather low f value, some 20-30% lower than the three best
treatments, and only some 10% better than the ‘cirripeds’ treatment. These results need
to be considered with great care, but they do point at differences between the different
feeding regimes.
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Symbol Explanation cod fitted feeding
Smiz Scaled feeding on mixed n.a. 1 (n.e.)

find Scaled feeding on ind. std. n.a. 1.02 (1.00-1.05)
feop Scaled feeding on copepods n.a. 1.09 (1.07-1.11)
Jeirr Scaled feeding on cirripeds n.a. 0.67 (0.65-0.70)
fary Scaled feeding on dry feed n.a. 0.82 (0.78-0.87)
JS, Specific max. assim. rate (mg mm~2d~!) 16.0 107 14 (14-15) 1073
JY Specific maint. costs (mg mm™3 d!) 4.37107% 1.9 (1.7-2.1) 1073
Wyo Initial structural dry weight (mg) 0.00235  0.024 (0.021-0.027)
K Allocation to soma (-) 1 0.8 (n.e.)

Table 2: Fitted parameters for the feeding experiment (with 95% confidence interval),
compared to the values established for cod [11]. The first-step modification from Table
1 were also applied. Note that J4,, and J}, are referenced to 6°C (for wrasse, they are
continuously recalculated in the model based on the actual temperature profile in Figure
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Figure 42: Fit of the DEBkiss model on the data for the various feeding regimes (data set
3). Parameters used are for cod yolk-feeding stages [11] with the ‘first stage’ settings of
Table 1, and fitted parameters in Table 2. Error bars are 95% confidence intervals on the
data points. Green area is the confidence interval on the model curve, based on parameter
uncertainty in the fit. Dotted lines are the reference curve (the mixed treatment).



References

[1]
2]

3]

[13]
[14]
[15]

[16]

W. N. Beer and J. J. Anderson. Modelling the growth of salmonid embryos. Journal of Theoretical
Biology, 189(3):297-306, 1997.

J. C. A. Craik and S. M. Harvey. Phosphorus metabolism and water uptake during final maturation
of ovaries of teleosts with pelagic and demersal eggs. Marine Biology, 90(2):285-289, 1986.

J. D’Arcy, E. Dunaevskaya, J. W. Treasurer, O. Ottesen, J. Maguire, N. Zhuravleva, A. Karlsen,
C. Rebours, and R. D. FitzGerald. Embryonic development in ballan wrasse Labrus bergylta. Journal
of Fish Biology, 81(3):1101-1110, 2012.

A. M. Escaffre and P. Bergot. Utilization of the yolk in rainbow trout alevins (Salmo gairdneri
Richardson) : effect of egg size. Reproduction Nutrition Développement, 24(4):449-460, 1984.

R. N. Finn, H. J. Fyhn, and M. S. Evjen. Respiration and nitrogen metabolism of Atlantic halibut
eggs (Hippoglossus hippoglossus). Marine Biology, 108(1):11-19, 1991.

R. N. Finn, M. Wamboldt, and H. J. Fyhn. Differential processing of yolk proteins during oocyte
hydration in marine fishes (Labridae) that spawn benthic and pelagic eggs. Marine Ecology Progress
Series, 237:217-226, 2002.

M. R. Gagnat, P. A. Wold, T. Bardal, G. Qie, and E. Kjorsvik. Allometric growth and development
of organs in ballan wrasse (Labrus bergylta Ascanius, 1767) larvae in relation to different live prey
diets and growth rates. Biology Open, 5(9):1241-1251, 2016.

T. Iwamatsu, T. Muramatsu, and H. Kobayashi. Oil droplets and yolk spheres during development
of medaka embryos. Ichthyological Research, 55(4):344-348, 2008.

T. Jager. All individuals are not created equal; accounting for interindividual variation in fitting
life-history responses to toxicants. Environmental Science € Technology, 47:1664-1669, 2013.

T. Jager, B. T. Martin, and E. I. Zimmer. DEBkiss or the quest for the simplest generic model of
animal life history. Journal of Theoretical Biology, 328:9-18, 2013.

T. Jager, R. Nepstad, B. H. Hansen, and J. Farkas. Simple energy-budget model for yolk-feeding
stages of Atlantic cod (Gadus morhua). Ecological Modelling, 385:213-219, 2018.

T. Jager, 1. Salaberria, D. Altin, T. Nordtug, and B. H. Hansen. Modelling the dynamics of growth,
development and lipid storage in the marine copepod Calanus finmarchicus. Marine Biology, 164:1,
2017.

K. M. Jung, A. Folkvord, O. S. Kjesbu, and S. Sundby. Experimental parameterisation of principal
physics in buoyancy variations of marine teleost eggs. Plos One, 9(8), 2014.

S. A. L. M. Kooijman. Dynamic energy and mass budgets in biological systems. Cambridge University
Press, Cambridge, UK, second edition, 2000.

S. A. L. M. Kooijman, L. Pecquerie, S. Augustine, and M. Jusup. Scenarios for acceleration in fish
development and the role of metamorphosis. Journal of Sea Research, 66:419-423, 2011.

K. Lika, M. R. Kearney, V. Freitas, H. W. Van der Veer, J. Van der Meer, J. W. M. Wijsman,
L. Pecquerie, and S. A. L. M. Kooijman. The “covariation method” for estimating the parameters of

the standard Dynamic Energy Budget model I: philosophy and approach. Journal of Sea Research,
66:270-277, 2011.

K. Lika, S. A. L. M. Kooijman, and N. Papandroulakis. Metabolic acceleration in Mediterranean
Perciformes. Journal of Sea Research, 94:37-46, 2014.

S. Lgnning, E. Kjgrsvik, and 1. B. Falk-Petersen. A comparative study of pelagic and demersal eggs
from common marine fishes in Northern Norway. Sarsia, 73(1):49-60, 1988.

47



[19] C. B. Miller, C. A. Morgan, F. G. Prahl, and M. A. Sparrow. Storage lipids of the copepod Calanus
finmarchicus from Georges Bank and the Gulf of Maine. Limnology and Oceanography, 43(3):488-497,
1998.

[20] I. B. @verjordet, R. Nepstad, B. H. Hansen, T. Jager, J. Farkas, D. Altin, U. Bronner, and T. Nordtug.
Toxicokinetics of crude oil components in Arctic copepods. FEnvironmental Science € Technology,
52(17):9899-9907, 2018.

48



SINTEF

Appendix D — Data analysis for lumpsucker egg-quality and start-feeding experiments
(DEB)




Data analysis for lumpsucker egg-quality and
start-feeding experiments

Tjalling Jager*
April 14, 2021

*DEBtox Research, Stevensweert, The Netherlands (tjalling@debtox.nl, http://www.debtox.nl/)

1


http://www.debtox.nl/

Contents

1

2

Executive summary

Data used

2.1 General overview . . . . ...
2.2 Filedetails. . . . . . . . e
2.3 General data treatment . . . . . . ...

Relationships length, area and volume

3.1 Sphere . . . ..
3.2 Cylinder . . . . . . .
3.3 Prolate spheroid . . . . . . ...
3.4 General ellipsoid . . . . . . ...
3.5 Use on lumpsucker eggs and larvae . . . . . .. .. .. ... ...
Egg-quality experiments

4.1 Weights and respiration . . . . . . . .. ... L Lo
4.2 Dry-weight density of eggs . . . . . . . ..o
4.3 Larval biometry . . . . . .. L

Feeding experiment

Comparison to DEBkiss model

6.1 Egg-quality experiments . . . . . . .. .. ...
6.2 Feeding experiments: simulation . . . . . . . ... ... o000
6.3 Feeding experiments: closer look at variation . . . . . . .. ... ... ...
6.4 Feeding experiments: fitting thedata . . . . . . .. .. ... ... ... ..



1 Executive summary

Several experiments were performed with early-life stages of lumpsucker, Cyclopterus lum-
pus. Separate experiments were performed on the yolk-feeding stages (egg-quality exper-
iments, from fertilised egg till shortly after hatch at 30 dpf) and the first feeding stages
(from 2-35 dph) with different feeding regimes. A range of measurements was conducted,
including various weights (dry weight, C and N weight), biometry (length and area of
body components), and respiration (oxygen use). In this report, the data are explored
from the perspective of bioenergetics: to what extent can we use these data to parame-
terise a Dynamic Energy Budget (DEB) for lumpsucker early-life stages, and can we explain
differences in life history between the various feeding regimes.

Advantages of using a DEB-based framework:

1. Explain all life-history traits (length, weight, volume, respiration), over time, within
a single consistent framework. This also allows to identify inconsistencies in data
sets.

2. Account for changes in temperature and food (quality /quantity) over time.

3. A well-calibrated DEB model would allow predictions of growth and development
over time under time-varying temperature and food conditions.

Issues with the data set:

1. The feeding experiment was initiated with larvae aged 2 dph. In most traits, these
larvae match the animals of similar age in the egg quality experiment. However, the
carbon fraction is substantially lower: around 0.33 mg/mg compared to some 0.50-
0.55mg/mg in the egg-quality experiment. The nature of this discrepancy is unclear,
but it raises doubt about the accuracy of the C measurements (the N measurements
are consistent).

2. There are very little data over time from the egg-quality experiment: only respiration.
Dry weight was also followed over time, but there is no way to partition the measured
value in the contributions of the embryonic structure and the yolk (and the lipid
droplet). This amount of data is insufficient for DEB-based analysis. Unfortunately,
the lumpsucker eggs do not allow for biometrical analysis of structure or yolk. Since
there is basically only one time point with yolk quantification (shortly post hatch),
there is no option to say anything about yolk usage rates.

3. Different biometrical measurements were taken in the egg-quality experiment com-
pared to the feeding experiment. Therefore it was not possible to use the same volume
estimations for yolk and structure. For the egg-quality measurements, only volume
of the main body (excluding the tail) was estimated, since the tail likely comprises
a small part of body volume. The volume of the tail could not be determined from
these measurements.



4. In the feeding experiment, there seems to be a mismatch between the two sets of

measurements. In both sets, standard length (SL) is measured, but the patterns are
quite different. Even though the animals were sampled from the same tanks, there
is a rather consistent difference.

In the feeding experiment, variation in the data sets is very large. Individuals differ
up to a factor of 5 in estimated body volume and a factor of 3 on dry weight, at the
same time point, in the same treatment. This makes it difficult to see growth and
development patterns in the data, and hampers comparison of the treatments.

Specifically, there are several issues that prohibit meaningful DEB-based modelling:

1.

In the feeding experiment, the animals are switched to different food types several
times during the experiment. For the preliminary model analysis, the choice was
made to exclude the switches; there were no obvious changes in the growth and
respiration patterns to warrant such switches.

The large variation between individuals in the feeding experiment makes it impossible
to perform meaningful model analysis: the average response from such a diverse
cohort is unlikely to represent the response of an average individual (see also [1]).

The lack of measurements over time in the egg-quality experiment implies that these
data cannot be used (although I will compare the limited results to predictions based
on the cod-parameterisation of the DEB-based model).

General learnings:

1.

Measurements of body length and projected body area appear to be suitable to
estimate body volume. There is no possibility to validate these estimates by direct
measurement, but the results are very reasonable.

Measurements of C and N content have little added benefit for lumpsucker. Yolk and
structure apparently have a very similar composition, so these measurements cannot
be used to separate them.

C content is around 0.50-0.55 mg/mg in the egg quality experiment, but much lower
in the feeding experiment: 0.30-0.35. It seems unlikely, however, that this is a real
difference, also because the animals at the start of the feeding experiment are should
be of a similar state as the animals at the end of the egg-quality experiment. N
content is rather constant around 0.10-0.12 mg/mg.

In feeding larvae, post-depletion of the yolk sac, the density is approximately 0.16
mg/mm?, although there is an indication of a decrease in density over the course of
the experiment.

The yolk sac is not entirely depleted. The current DEB model predict an increasing
rate of yolk use as the structural biomass increases. The data from the feeding
experiment suggest that the last part of the yolk sac persists up to 21 dph.
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6. Lumpsucker larvae change in shape after hatching. This shape-change is initially
fast, and then continues more gradually. This implies that SL is a poor proxy for
body size at these development stages.

Some preliminary conclusions that can be drawn from the limited DEB analyses:

1. During egg development, the DEB parameters for lumpsucker do not seem to be very
different from those of Atlantic cod, when corrected for temperature. The resulting
early-life history is, however, quite difference since the yolk provisioning in the egg
is much more extensive for lumpsucker than for cod.

2. In the feeding experiment, the growth rate was higher than expected, which could
be explained by using a higher assimilation rate in the DEB model than for cod.

3. The results from the feeding experiment indicate that the Artemia-dry food treatment
outperforms the other treatments by some 8-17%.

Potential for improvement:

1. Understanding the bioenergetics of the yolk-feeding stages of lumpsucker would re-
quire much more detail on yolk and structure. However, this is hampered by the
properties of the egg.

2. The shape of the lumpsucker larvae is rather complex, and changes over early on-
togeny. More work is needed to find proper estimations (and take the necessary
measurements) to make proper volume estimations.

3. In the feeding experiments, inter-individual variation must be decreased or controlled.
If variation is increased by inter-individual competition, different feeding/housing
conditions may improve the situation. Different measurements should, as much as
possible, be conducted on the same individuals (or at least on the same sample).

4. The experimental design was rather fragmented; in retrospect, the design attempted
to answer too many questions at the same time. To parameterise a DEB model, a
more focussed and simpler test design, driven by the model’s requirements, would
have been preferable.



2 Data used

2.1 General overview

Egg quality experiments were performed with eggs from 5 different sources. The experi-
ments started shortly after fertilisation, and were terminated shortly after hatching. There-
fore, there are no time trends for larvae. For each egg source, there were two separate
samplings for different measurements:

1. Dry weight, carbon content, nitrogen content, respiration rate. Measurements on
eggs and yolk-sac larvae. Measurements on groups of individuals: 1-6 per data point.

2. Biometry of larvae at one time point only (for one batch at 29 dpf, and for the others
at 30 dpf), many measurements, including: yolk area (ventral and side), body area
(ventral and side), body length (SL and myotome, width), lipid area. Measurements
on individuals.

A feeding experiment was performed, starting with larvae 2 dph, and using 5 different
feeding regimes. There were two separate samplings for different measurements:

1. Dry weight, carbon content, nitrogen content, respiration rate. Measurements on
groups of individuals: 2 per data point. Additionally, standard length was measured.

2. Biometry, measurements on individuals: body and yolk area (side only), body height,
SL. Less measurements were taken than in the egg-quality experiment.

2.2 File details

Excel file Rognkjeks data integration_ALL_corrected2.x1lsx. This was originally re-
ceived from Bjorn Henrik (1 March 2021), but revised by Arne in view of errors in the
C and N data and sent to me again (5 March 2021). This file contains the results from
the egg-quality experiments. There is a data set with respiration, dry weight, C and N,
as function of age (measurements on pooled 1-6 individuals). Also, extensive biometrical
information on individual larvae, but at 2 time points only (both closely following hatch).
Furthermore, information on egg sizes. According to Bjorn-Henrik (email 3 March 2021),
the biometry for broodstock animals has problems, so should be treated with suspicion.

Excel file Startfeeding_Rognkjeks_Respiration_ForTjalling.xlsx, received from
Arne (12 February 2021). This file contains information from the feeding experiment and
includes weights (dry, C, N), SL, and respiration rates. These are data for 2 individuals
combined.

Excel file Rognkjeks startforing biometry output2.xlsx, received from Bjorn Hen-
rik (3 March 2021). This file contains information from the feeding experiment and includes
various length and area measurements on individual animals.



2.3 General data treatment

Any method for bio-energetic analysis of growth and development requires proper estima-
tion of the actual size of the yolk and larval structures. Length measures are only useful if
the organism retains a constant shape, which is certainly not true for the early life stages
of fish. Dry weights are useful, but for the yolk-feeding stages, we need to consider that dry
weight has contributions from both yolk and structure (which are not easy to separate).
Before we can relate the measurements to the DEBkiss-based fish embryo model [3], we
thus need to establish relationships between various length measures, volumes and weights.
Measurements on weights, N/C content, and respiration were performed on pooled
groups of animals. These results are recalculated per individual egg/larva. All experiments
were performed at constant 10°C (email Arne 11/3/2020). Hatching occurred around 29-
30 dpf (email Bjorn-Henrik, 3 March 2021). However, the data set for weights/respiration
shows that hatched larvae are present at 27 dpf already (and some eggs still at 29 dpf).



3 Relationships length, area and volume

The pictures taken from the animals can be used to estimate lengths, areas and biovolumes
for yolk and structural tissues. For estimating volumes, we need to assume a matching
geometric shape for the various elements. The relationships between linear size measures
and areas/volumes of various geometric shapes are taken from Wikipedia and recalculated
into the desired form below.

3.1 Sphere

A sphere (https://en.wikipedia.org/wiki/Sphere) is a special case of an ellipsoid
where all axes are of equal length. I will use the equations for a sphere to calculate
egg volume from diameter.

Figure 1: Sphere with radius 7.

Volume is calculated from radius (r) or diameter (L):

4 3 4 3
V= 3= §7T(L/2) (1)

We could also use the projected area of the sphere, which is a circle with radius r (https:
//en.wikipedia.org/wiki/Circle):

A

A=qr? —r=4/= (2)
™
Volume is then related to projected area as follows:
4
V= =A% (3)
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3.2 Cylinder

A cylinder (https://en.wikipedia.org/wiki/Cylinder) is probably a useful approxima-
tion for the structural biovolume of larvae post hatch. Especially when using the projected
area and total length. This is the relationship used by [7] for the lipid sac of Calanus
finmarchicus, and, in [8], we also used it as approximation of prosome volume for these
copepods.

Figure 2: Cylinder.

Volume of a cylinder from radius (r) and height (h), or in length (L = h) and width
(W = 2r) of the cylinder:
m

V =nar’h = 4W2L (4)

Projected area of the cylinder (A) is a rectangle with sides 2r and h, which can be used to
derive r from area and height:

A
A=2rh = —
rh —r 5T (5)

Volume can then be calculated from area and length as follows:

TA%2 1 A2 A?

3.3 Prolate spheroid

The prolate spheroid (https://en.wikipedia.org/wiki/Spheroid) is often used as ap-
proximation for non-sperical eggs, lipid/yolk sacs, nauplii and prosome of copepodites.
Here, I will use this shape to represent the yolk in eggs and in yolk-sac larvae.

Volume of a prolate ellipsoid can be calculated from the small and large semi-axes (a
and ¢), or from length and width (L and W):


https://en.wikipedia.org/wiki/Cylinder
https://en.wikipedia.org/wiki/Spheroid

Figure 3: Ellipsoid oblate (left) or prolate (right).

4 , 4 9
V = gra’e = on(W/2)*(L/2) (7)

Projected area of the spheroid is an ellipse (https://en.wikipedia.org/wiki/Ellipse).
Area of an ellipse from small and large radius (a and c):

A
A=mac—a=— (8)
e

Filling in leads to:

aA

V=
3 me

(9)
Since ¢ = L/2, volume can be calculated from project area and length as follows:

8 A? A?
V=g~ 085 (10)

The difference in assuming a cylinder or prolate spheroid for estimating volume from area
and length is thus very small (less than 10%), so an inappropriate choice of shape here
does not lead to strong bias. Note that a sphere is just a special case of a spheroid (a = ¢).

3.4 General ellipsoid

Relationships for ellipsoid are taken from https://en.wikipedia.org/wiki/Ellipsoid.
The general equation for the volume of an ellipsoid is (using the principal semi-axes of the
ellipsoid a, b and c¢):

4

V= gﬂabc (11)

If this equation is used to approximate (part of) an organism, it is easier to express it in
length of the three axes (length L, width W and height H):

V= %LWH (12)
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Figure 4: Three ellipsoids: sphere (top), spheroid (left) and tri-axial ellipsoid (right).

The projected area of the spheroid is an ellipse (https://en.wikipedia.org/wiki/Ellipse).
Area of an ellipse from small and large radius (e.g., a and b) is given by:

A =mab = ZLW (13)

3.5 Use on lumpsucker eggs and larvae

For the eggs, I assume a sphere for the total egg and a generalised spheroid for the yolk.
For the egg stage, there are no biometrical measurements apart from the size of the egg
just after fertilisation.

For the larvae, shortly post hatch, there is biometry with measurements of yolk. There
are no length measures for the yolk sac, only area measurements from the side and ventrally.
We can relate these to length measures as follows (assuming a general ellipsoid):

T 4 A
A,=—-LH - H= -2 14
Tt TR T I (14)
T 4 A
A, =—LW W =-2 1
4 - T L (15)

To estimate volume from these areas, we need one other piece of information (we have 2
equations with 3 unknowns). From the side image, we can see that the projected area of
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the yolk sac is roughly circular. That means we can estimate yolk-sac length from side
area:

Ay =mr? = %LQ (16)
1

With L determined, we can estimate yolk volume as follows as a general spheroid:

T1_42A,42A,

V=53l T 1 (18)
16 A, A,
_ - 1
3r L (9)

This will be a rather crude estimate of yolk volume. However, yolk volume will not be
a crucial element in this analysis, since there is basically only one time point in the egg-
quality experiment. In the feeding experiment, there are is only a single yolk area measured
anyway (side), and there is hardly any yolk left in the animals.

It looks like the lipid droplet is part of the yolk sac. We can estimate lipid volume by
assuming a sphere (although in some case there are multiple lipid droplets). For now, I
subtract lipid volume from the estimated yolk volume.

For the total body, volume estimation is somewhat complex. The larvae are rather
tadpole-like, with a large body and a narrow tail. For the egg-quality experiment, I estimate
volume excluding the tail, approximated by a cylinder. Volume is then calculated from
ventral length (which excludes the tail) and ventral area (also excluding tail). Structural
volume is calculated as total body volume minus lipid and yolk volumes. This will be an
underestimate as the tail section is ignored. I also tried to estimate volume as for wrasse:
using total body area and standard length (for wrasse, myotome length was used). This
led to very low estimates of body volume, and even some negative values after yolk and
lipid volumes where extracted.

For the feeding experiment, we have no ventral measurements. Volume was calculated
by assuming a cylinder, using side body area and standard length. Yolk volume was
estimated from side area using the relationships for a sphere. Structural volume was
calculated as total volume minus yolk volume.
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Figure 5: Pictures, showing the length and area measurements.
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4 Egg-quality experiments

4.1 Weights and respiration

Dry weight differs between the egg batches, but is relatively constant over development
(Fig. 6). We can expect a decrease in dry weight over egg development, since some mass is
burnt (as evidenced from the respiration measurements). However, this is apparently only
a small fraction of the available biomass in the egg. Around hatching, there is a decrease
in dry weight as the larvae emerges from the egg, and the chorion etc. is shed. Not all
animals hatch at the same day, so the step-down is a bit smoothed. I can estimate chorion
weight by subtracting the average larval dry weight post hatch by the egg dry weight (egg
for t > 20 dpf). Over the 5 egg batches this yields: 0.31, 0.44, -0.064, 0.53 and 0.54. The
negative value is surprising, but in this batch (BS1), there are several suspect weight values
(an egg weight of less than half of the other eggs, and a larval weight of twice the largest
egg weight).
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Figure 6: Weights, carbon and nitrogen fraction, and respiration as function of age post-
fertilisation. Means are shown as filled symbols and individual measurements as dots.

Carbon and nitrogen content (as fraction of the dry weight) remains constant over
development, with C around 0.50-0.55 mg/mg and N 0.10-0.12 mg/mg. There are several
unrealistic observations at ¢ = 19, which must relate to experimental problems. There are
no obvious differences between the egg sources. Around hatching, the variability in the
data increases, with several measurements being unrealistically low. This again points at
experiment problems.

The mean egg weight (¢ < 20 dpf) is 1.56 mg. The mean carbon fraction, excluding
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measurements that are below 0.30, is 0.51 mg/mg.

Respiration increases over time, which is to be expected. After hatch, variability in-
creases. This could relate to differences in behaviour as observed in the test chambers:
some individuals swim during the measurement while others attach themselves to the walls
of the respiration chamber. Interestingly, there is little difference in respiration between
the egg batches, despite the considerable difference in dry weight. This is consistent with
the DEBkiss model, along with the assumption that differences in egg weight only reflect
differences in yolk (and/or lipid) provisioning. Respiration reflects usage of yolk by the
developing structural part of the embryo, and the rate at which this happens only depends
on the size of that structural part. If the eggs all start with the same amount of initial
embryo structure, differences in yolk provisioning do not lead to different developmental
rates in the model, until the yolk is exhausted.

4.2 Dry-weight density of eggs

The data set contains measurements of egg diameter of freshly-fertilised eggs. Additionally,
there are dry-weight measurements over time. These measurements were not made on the
same eggs. However, using the means, we can estimate total egg density. For the dry-
weight measurements, means were taken, separately for each egg batch, over the initial
part of the experiment (up to 10 dpf). Since egg dry weight does not vary much over this
period, that seems acceptable.

0351 egg quality
0.3 o o o
(©] (@) o
- ° o ®
—~025 o o ®
1S ® o
€ ®
D o2t °
E °
>
2
S 015
©
(=2
D
® o1t
O NR
O RK2
005-| @ Bst
@® BS2
® BS3
0 Il Il Il Il Il Il Il I}
4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5

egg volume (mm3)

Figure 7: Dry-weight density of eggs, as function of egg volume.

There is a considerable variation in egg volume between the various sources, and the
various batches within each source. The dry-weight density is quite constant with a mean
of 0.25 mg/mm?®. For the BS batches, there seems to be a trend that larger eggs have lower
density (i.e., more water). However, that trend is mainly caused by one egg batch in BS3.
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4.3 Larval biometry

In the egg-quality experiment, there is only biometry at a single time point, shortly after
hatch. Furthermore, the biometry of the broodstock larvae is questionable due to experi-
mental problems. These data should be evaluated with care, and best in a relative sense.
The biometrical data are summarised in Figure 8. Overall, the differences between the egg
batches are rather small. The eggs from the wild-caught lead to hatchlings with somewhat
more yolk and lipid stores, but a similar standard length.
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Figure 8: Biometry of larvae, shortly post hatch. Means are shown as filled symbols and
individual measurements as dots.

Figure 9 relates some of these biometrical properties to the size of the egg (volume or
dry weight). Top-left panel of Figure 9 shows the relationship between the egg volume
and the yolk fraction (ventral area of yolk sac, relative to ventral body area excluding
tail), shortly post hatch. There is a tendency for larger eggs to yield larvae with a larger
proportion of yolk, relative to their total body size. The relationship is, however, not very
strong. The lower-left panel plots yolk fraction versus egg weight (means up till 10 dpf),
which shows a clearer relationship: heavier eggs lead to hatchlings with a larger proportion
of yolk.

Top-right panel of Figure 9 shows the relationship between the egg volume and the
standard length of the larvae, shortly post hatch. There is a very slight tendency for larger
eggs to yield larvae with a slightly larger length. However, apart from several weird points,
the standard length at hatch is quite constant across the various egg batches at some 6 mm.
The lower-right panel plots standard length versus egg weight, which leads to a somewhat
clearer pattern. There are two egg batches that lead to very small hatchlings.
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Figure 9: Biometry of larvae, shortly post hatch, versus egg volume and egg dry weight.

Symbols are means, error bars are standard deviations.

The mean shape-correction coefficient for newly-hatched larvae is 0.191. The shape-
correction coefficient is the volumetric length (cubic root of volume) divided by the standard
length.
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5 Feeding experiment

Figure 10 (top-right and bottom-left panels, latter is on log-scale) shows that dry weight
increases in time, as expected. However, the pattern is rather unrealistic. For all egg
sources, there seem to be periods where the animals decrease in weight. This likely reflects
high inter-individual differences or errors in the dry-weight measurements.

The cubic root of dry weight is proportional to standard length. Only the ‘initial’ data
point deviates, which is not surprising as those animals likely contain a substantial yolk
sac (and therefore have more weight for the same amount of body length).

Nitrogen as fraction dry weight is rather constant around 0.10 mg/mg. This is very
similar to the value found for eggs/larvae, as well as for ballan wrasse. For the carbon
fraction, there seems to be a decrease between 10-20 dph. This may be related to depletion
of the lipid droplet, though there was no quantification of those droplets. The carbon
content is on average 0.32 (excluding the initial data point), which is considerably lower
than found for wrasse (where 0.44 was established). It is also much lower than for the
eggs/larvae of lumpsucker in the egg-quality experiment (where 0.50-0.55 was found). This
is odd as the larvae in the end of that experiment should not be too different from the ones
at the start of the feeding experiment.
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Figure 10: Feeding experiment, dry weight, C and N weight, over time. Means are shown as
filled symbols and individual measurements as dots. Note that the top-right and bottom-
left panels show the same data, but the latter is on log-scale.

Figure 11 shows that respiration rate increases over time. In the middle panel, it is

clear that the respiration rate closely follows the dry weight. The right panel confirms
that the weight-specific respiration rate remains rather constant. Exception is the ‘initial’
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data point. This likely reflects the substantial yolk sac that the individuals posess: the
yolk contributes to body weight but does not require maintenance, and hence does not
contribute to oxygen use.
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Figure 11: Feeding experiment, respiration over time. Means are shown as filled symbols
and individual measurements as dots.

Figure 12 shows the various biometrical measurements and derived properties. The
dry-weight density (dry mass divided by estimated body volume) is rather variable, and
shows a tendency to decrease with age. The mean density is 0.16 mg/mm?®. A similar
decrease was observed for wrasse, but there that was explained from errors in the dry-
weight measurements; using the C-derived dry weight led to a rather constant density at
a somewhat lower value of 0.12 mg/mm?. Note that the measurements for dry weight and
biometry (from which volume is estimated) results from different samples from the same
tanks.

Volumetric length shows a steady increase with age, and thereby a much more consistent
growth curve than the dry-weight measurements in Figure 10. Growth is almost linear,
which is expected from the initial part of a von Bertalanffy growth curve. There are no
signs of ‘metabolic acceleration’ [4, 6]. Metabolic acceleration is quite common among fish
species, and would lead to an upcurving of the volumetric length versus age curve. There
seem to be some differences in growth rate between the treatments, but the final sizes are
rather similar.

The shape correction coefficient (based on SL) increases with age. This is even clearer
when the shape coefficient is plotted against volumetric length. Larger organisms have a
less-elongated shape (more volume per unit of SL). This is quite similar to the pattern
observed for ballan wrasse. Correcting for differences in growth rate (see lower-left panel),
there are no differences in shape between the various food types. The hyperbolic-with-
maximum function, as used for wrasse, does not work very nicely for the lumpsuckers.
Instead, I used a data smoothing, and linear interpolation based on 20 smoothed data
points. This is shown as the green curve in Figure 12 and provides a good description
over the course of the experiment (this curve will be used for the preliminary DEB work
described in later sections). The start value for the feeding experiment is considerable larger
than the value established after hatching in the egg-quality experiments (0.191). However,
the method for volume estimation also differs between the two sets of experiments (in the
egg-quality experiment, the volume was estimated without the tail section, see Section
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6 Comparison to DEBkiss model

6.1 Egg-quality experiments

These data are not particularly suitable for DEB-based analysis, especially because there is
no information on body size and yolk volume over time. The only time-resolved information
is on respiration. Note that the total dry weight of the egg is of limited help since this
is the sum of structure, yolk and chorion (and hardly changes over time). Nevertheless,
it is interesting to see how the DEBKkiss parameters established for cod would perform for
the lumpsucker. The early development of these species is quite different: the egg of the
lumpsucker is much larger (more than a factor of 10 in dry weight), egg development is
longer, and the larvae at hatch is much more developed than for cod.

Dry-weight density for yolk is taken as the value derived for a fresh egg. Dry-weight
density for structure is set to the mean of the animals in the feeding experiment (which are
very low in yolk content). For the carbon content, the egg-quality and feeding experiments
give very different results. For now, we simply use these values as is (separate C fraction
for the two data sets). This fraction is used in the model to calculate respiration rates,
so it should represent the properties of the biomass that is metabolised to fuel growth,
development and maintenance. The Arrhenius temperature is set to a general default
value (see e.g., [5]). Dry weight of the chorion is taken as 0.40 mg, which is nicely within
the range of the drop in dry weight derived in Section 4.1.

Initial yolk dry weight is tweaked to get an approximate fit to the data. The initial
structural weight is taken the same as established for cod.

Figure 13 shows the simulations, using the parameter settings for cod, with adapta-
tions for the properties of lumpsucker. The only parameter that was adapted to provide an
approximate fit where the initial dry mass of yolk. The overall correspondence is remark-
able: despite the very different early life history of the lumpsucker, we can approximate
development using a DEBkiss cod in an egg with a substantially larger yolk provisioning.
The difference between these species thus seems mainly related to the amount of yolk per
egg, and not to differences in metabolism. However, given the sparsity of biometry data,
this conclusion is highly preliminary. Especially the lack of time-resolved data for yolk and
body size is problematic, in particular since the data analysis for ballan wrasse showed
unexpected patterns that did not correspond to the DEBKkiss predictions.
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Symbol Explanation cod egg-quality feeding
First step settings

dp Dry-weight density yolk (mg/mm?) 0.0745 0.25 n.a.

de Carbon content structure/yolk (mg/mg) 0.40 0.51 0.32

dy Dry-weight density structure (mg/mm?) 0.15 0.16 0.16

f Scaled feeding post-hatch (-) 0 0 1

Ty, Hatching time (d) 16 28 28

T Temperature in the test (°C) 6 10 10

Ty Arrhenius temperature (K) 1n.a. 8000 8000

Wgo Initial yolk dry weight (mg) 0.10 1.2 0

W, Weight of chorion (mg) 0.020 0.40 n.a.

Wyo Initial structural dry weight (mg) 0.00235  0.00235 0.80

on Shape-correction coefficient (-) 0.157 0.191 h(t)
Basic DEBkiss parameters for cod

Fro Respiration quotient (-) 0.8

I Max. area-specific assimilation (mg/mm?/d) 0.0160

Iy Volume-specific maintenance (mg/mm?3/d) 0.00437

Yva Yield structure on assimilates (-) 0.8

K Allocation to soma (-) 1

Table 1: Modified parameters, compared to the values established for cod [3].

represent smoothed function of time. N.a. is ‘not applicable’.
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Figure 13: Simulation of early development in the egg-quality experiment, based on the
parameter settings in Table 1.
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6.2 Feeding experiments: simulation

The simulations for the feeding experiments are shown in Figure 14 and 15. The only
parameter tweaked is the initial structural body weight, to obtain a rough correspondence
to the start of the data set. Note that the model simulation starts at ¢ = 8 dph. This
was done as the animals still have a considerable yolk sac at that start of the experiment,
and I do not want to model the switch from yolk to external feed. For these simulations,
feeding was assumed to be ad libitum in all treatments.

The most striking observation is that growth is much faster than predicted by the
model. Also note that structural volume shows a much more pronounced increase than
standard length. This not only relates to the fact that volume relates to lenght cubed, but
also to the fact that the animal’s shape changes over ontogeny: the become more ‘rounded’,
and thus grow more in volume than in length.
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6.3 Feeding experiments: closer look at variation

Figure 16 and 17 show the individual data points. These plots provide a clear demon-
stration of the large amount of inter-individual variation in this experiment. This level
of variation makes it difficult to observe patterns and hampers comparison between treat-
ments.
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Figure 16: Simulation of development in the feeding experiment, based on the parameter
settings in Table 1. Individual replicates shown (means of 2 individuals). Data set 1:
weights and respiration.
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6.4 Feeding experiments: fitting the data

Even though the animals were switched several times to a different food source, I will take
a single value for the scaled feeding rate f for each treatment group. The reason is that
there are no obvious switches in growth or respiration patterns within each group. Since
this data set does not contain information on reproduction, the allocation fraction to soma
was fixed to the general default value (k = 0.8, see [2]). Note that this differs from the
value assumed for the egg-quality fit, where k = 1 was used (as derived for Atlantic cod).

Resulting fits are shown in Figure 18 and 19, and parameter estimates in Table 2. The
biometry data (Figure 19) are well-described by the model fit. However, the weight and
respiration data (Figure 18) show a less convincing correspondence. Interestingly, the fit
to the SL data is rather poor in the latter, which implies that the SL measurements in
both data sets are not consistent: the respiration data set shows rather consistent higher
values for SL than the biometry data. This may simply be a consequence of the large
inter-individual variation, though it does hamper model analysis.

For the biometry, the fit is quite good, and there are no signs of metabolic acceleration
[4, 6]. Nevertheless, the resulting parameter values show that the specific assimilation rate
is considerably larger than the value that worked so well for the egg development (almost
a factor 3 higher). Apparently, some form of acceleration has occurred, possibly between 0
and 8 dph. It may, however, also be possible that there is acceleration over the experiment,
but that this is hidden in the inter-individual variation (the mean response from a variable
cohort is not necessarily representative for an average individual). The maintenance rate
is hardly affected by fitting.

For the respiration data set, the fit is overall poorer. As explained, the SL measurements
point at inconsistencies with the biometry data, and the data also show a different pattern.
In several treatments, there seems to be faster initial growth, and a reduction in growth
by the end of the experiment. This is most obvious in the ‘CopCir’ treatment, where all
three traits follow a similar pattern of a reduced performance for the last two observation
times (which are after the switch to dry food at t = 23 dpf). However, such a pattern is
completely absent in the biometry data set for the same treatment.

The model fits point at the treatment ‘ArtDry’ as the one with the best performance.
The other treatments perform largely similar; some 8-17% less resource assimilation com-
pared to the best treatment. However, given the large variation in the data set, and the
inconsistencies between the two sets of measurements, this conclusion can only be very
preliminary.
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Figure 18: Fit of development in the feeding experiment, based on the parameter settings
in Table 1. Means with CI. Green areas are 95% CIs on the model curve due to parameter
uncertainty. Data set 1: weights and respiration.
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Figure 19: Fit of development in the feeding experiment, based on the parameter settings

in Table 1. Means with CI. Green areas are 95% CIs on the model curve due to parameter
uncertainty. Data set 2: biometry.
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Symbol

Explanation cod feeding

T
i
Wo
K

fi
f2
fs

fa
fs

Max. area-specific assimilation (mg/mm?/d)  0.0160 0.044 (0.041-0.046)
Volume-specific maintenance (mg/mm?/d) 0.00437 0.0042 (0.0035-0.0048)

Initial structural dry weight (mg) 0.00235 0.60 (0.55-0.64)
Allocation to soma (-) 1.0 0.8 (n.e.)

Scaled feeding ‘ArtDry’ (-) 1 (n.e.)

Scaled feeding ‘Cir’ (-) 0.92 (0.90-0.94)
Scaled feeding ‘Cop’ (-) 0.83 (0.81-0.85)
Scaled feeding ‘CopCir’ (-) 0.88 (0.96-0.90)
Scaled feeding ‘Dry’ (-) 0.86 (0.84-0.89)

Table 2: Fitted parameters, relative to the values established for cod [3]. N.e. is ‘not
estimated’. For the other parameters, the values in Table 1 are used. Rate constants are
all referenced to 6°C.
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Appendix E — KEGG Pathway map for lumpfish larvae
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