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Sammendrag (norsk):

Rensefisk er lakseoppdretternes viktigste, ikke-medikamentelle hjelpemiddel i kampen mot lakselus. Det brukes ofte flere arter rensefisk i
kombinasjon, men det er lite kjent om adferd og artssamspill kan pavirke effekten av lusebeiting i merd. | dette forsgket ble kombinasjoner
av rensefiskartene berggylt, bergnebb, granngylt og rognkjeks testet i kombinasjoner. Adferd ble undersgkt ved bruk av kamera og antenner
il posisjonsregistrering for PIT-merket rensefisk. Lus ble talt i alle merder ukentlig. Forsgket ble avsluttet etter tre uker pga. sykdomsutbrudd
pé laksen, men vi kunne likevel se tydelig effekt av rensefisken pa antall lus sammenlignet med kontrollgrupper. Kombinasjoner med berggylt
+ bergnebb og berggylt + granngylt var mest effektive for & redusere lusetallene, men leppefiskene fungerte ogsa bra nér de ikke var i
kombinasjon med andre. Rognkjeks gav mindre effekt i kombinasjoner med leppefisk og fungerte dérlig nér den ble brukt som eneste
rensefiskarten. Dette kan relateres til at vi observerte tydelige forskjeller i dybdeatferd; leppefiskene benyttet et stgrre dybdespenn, mens
rognkjeksen ble hovedsakelig registrert i overflaten. Dette kan skyldes hgy vanntemperatur og mye maneter i sjgen som rognkjeksen ble
observert beitende pa. Det er derfor sannsynlig at rognkjeksen har en annen dybdepreferanse og bedre effekt pa lusetall under andre
miljgbetingelser. Selv om forsgkene demonstrerer at kombinasjoner av ulike leppefiskarter tyder pa a gi en god effekt og fungerer fint
sammen, er det fortsatt behov for bedre forstaelse av sesongmessige variasjoner i adferd og lusebeiting for & fa en optimal utnyttelse av
rensefisk og en rett kombinasjon av artene gjennom hele aret. AGD-utbrudd pa laksen i merdforsgkene gav utfordringer angaende
rensefiskenes toleranse for de vanlige behandlingene som blir brukt mot AGD hos laks, ferskvann og hydrogenperoksid. Hovedfunnene i
forsgkene med de to behandlingsmetodene pa rognkjeks, berggylt, grenngylt og bergnebb var at verken berggylt, bergnebb eller grenngylt
kan settes direkte i ferskvann, men de talte 2 timers opphold i tilneermet ferskvann ved gradvis tilvenning til ferskvann. Alle de undersgkte
artene klarte 20 minutters opphold i hydrogenperoksidlgsning (1500 ppm).

Summary (English):

Cleanerfish used in salmon farming are considered the most important non-pharmaceutical tool to reduce salmon lice infestation. Several
species of cleanerfish are often used in combination, but there is little knowledge about how the behaviour and interaction between species
will affect their efficiency in reducing the number of salmon lice on the fish. In this experiment, we tested combinations of the cleanerfish
species ballan wrasse, goldsinny, corkwing and lumpfish. Behaviour of cleanerfish was observed using GoPro video cameras, and the
position of PIT-tagged cleanerfish was registered using an array of antennae. Each week, lice were counted on salmon from every netpen.
Because of a disease outbreak in the salmon, the trial lasted only three weeks. Nonetheless, there was a detectable effect of the cleanerfish
on the number of salmon lice compared to controls. Combinations of different wrasse species or wrasse in isolation gave the best effect,
while lumpfish were less effective in reducing lice numbers. This could be explained with lumpfish mostly staying in shallow depths, whereas
wrasses were more frequently observed in deeper positions. This could be due to environmental conditions during the experiment, with high
temperature and densities of jellyfish which the lumpfish was observed to feed on. Thus, there is a need for future studies investigating
seasonal patterns in behaviour and lice feeding for the different species of cleaner fish. Treatment of salmon in an AGD outbreaks on the
salmon used in the sea cage experiment become challenging for the cleanerfish. AGD is usually treated with freshwater or hydrogenperoxid.
The main findings in the experiments with the two treatments on lumpfish, ballan wrasse, corkwing and goldsinny were that neither ballan
wrasse, corkwing nor goldsinny tolerate direct transfer to freshwater, but they tolerated 2 hours in freshwater if the salinity gradually were
reduced first. All the examined cleanerfish tolerated a 20 minutes stay in hydrogen peroxide solution (1500 ppm).

Geir Lasse Taranger Terje Svasand
forskningsdirektar programleder
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

1 Del I: Merdforsgk — Innledning

Rensefisk er et viktig ikke-medikamentelt virkemiddel i kampen mot lakselus. Bade villfanget
leppefisk og oppdrettet berggylt og rognkjeks benyttes som rensefisk. Ofte brukes flere arter i
kombinasjon, men det er liten kunnskap om de ulike artenes adferd i merden og interaksjoner
mellom artene. Leppefiskartene (berggylt, granngylt, grasgylt og bergnebb) lever hele livet pa
hardbunn pa relativt grunt vann i kystsonen, og har relativ stor nisje og habitatoverlapp.
Leppefisk er naturlig territorielle, spesielt i gyteperioden og det er observert bade inter- og
intraspesifikk aggresjon mellom artene i naturen (Potts 1974). | naturen varier
artssammensetningen leppefisk med substrat, dyp, taredekke og eksponeringsgrad (Skog et al.
1994; Skiftesvik et al. 2014). Rognkjeks lever store deler av livet pelagisk, selv om den i tidlige
stadier gjerne er mer knyttet til nere kystomrader, men fanges sjelden sammen med leppefisk.
Det er sannsynlig at noen av forskjellene vi ser mellom artene i naturen, fglger dem inn i
laksemerdene. For a fa optimal effekt av rensefisk er det er derfor ngdvendig a kartlegge de
ulike artenes adferd, interaksjoner, dybdepreferanse og effektivitet som lusebeitere i en
oppdrettssituasjon. Forsgket ble satt opp med formal for a undersgke hvordan kombinasjoner
av de ulike rensefiskartene pavirket lusetall pa laksen. Hver av artene ble ogsa brukt alene for
a fa en basislinje for hvordan hver enkelt art fungerte. Interaksjoner, adferd og dybdepreferanse
ble registrert i alle behandlingene.
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

2 Del I. Materiale og metoder

2.1 Prosjektgjennomfgring

Forsgket startet 3.september og ble avsluttet 30.september 2014. Et utbrudd av AGD
(amgbegjellesykdom - Paramoeba perurans) forkortet den planlagte forsgksperioden med tre
uker. Temperatur malt pd 5 m dyp var i snitt 15,9 °C og saltholdighet var pa 32,2 %oo. Vaeret i
forsgksperioden var preget av pafallende pent ver, med sol og vindstille. Siktedyp var omtrent
10 m i forsgksperioden, malt med secciskive.

2.2 Forsgksoppsett

Hver forsgksmerd var pd 125 m® (5 x 5 x 5 meter) med degdfiskhdv og impregnert not,
maskestgrrelse 30 mm (malt diagonalt). Hver merd hadde et skjul for rensefisk: En 4 meter lang
remse med kunstig tare av plast (OK Marine) hang vertikalt, med toppen festet 20 til 40 cm
under overflaten, og stabilisert med et lodd i nederste delen. Skjulet hang mellom sentrum av
merden og et av hjgrnene i nota for & unngd a komme for nar lakseforet fra automaten, og
samtidig gi plass for laksen til & svemme rundt (Figur 1). All rensefisk brukt i forsgket ble
lengdemalt, veid og merket med PIT (Figur 2), og 20 laks fra utgangsgruppa ble ogsa
lengdemalt og veid (Tabell 1). For @ minimalisere feilkilder med ulike forhold innad i anlegget,
ble forsgket utfart med tre replikater per behandling, og fordelingen av disse ble spredd rundt i
anlegget (Figur 3).

2.3 Lusetelling

Far fordeling til forsgksmerdene gikk all laksen i en 12 x 12 m merd hvor de ble naturlig infisert
med lakselus. Farste lusetelling ble utfert 3.september (etter fordeling av laksen og dagen for
rensefisken ble satt ut), og dette markerte starten pa forsgket. Ved lusetelling ble noten tgrket
opp og 10 laks fra hver merd (2%) ble havet og bedgvet med MS222. Det ble talt lus ukentlig i
de 33 merdene totalt 4 ganger i lgpet av perioden (3-25 september). Etter denne datoen tiltok
AGD utbruddet, og det var ikke forsvarlig & handtere laksen i forbindelse med lusetelling. Lus
ble registrert i de 3 kategoriene Fastsittende lus med stadiene chalimus 1 og 2, Bevegelige lus
med stadiene preadult 1, preadult 2 og voksne hannlus og Voksne hunnlus.

2.4 Adferdsobservasjoner av rensefisk i merd med video og PIT-antenner

Adferd pa rensefisk ble observert ved bruk av kamera og posisjonsregistrering ved bruk av PIT
merkede rensefisk og antenner. Filming ble kun gjort pa dagtid (Tabell 2), mens
posisjonsregistrering ble utfart over lengre perioder og gav ogsa informasjon om
daggnvariasjoner i aktivitetsniva (Tabell 3). Det ble kun filmet i merder med kombinasjon av to
arter rensefisk, mens det ble utfart noen runder med posisjonsregistrering ogsa i merder med
kun en art rensefisk. Planlagt mengde adferdsobservasjoner ble redusert i forhold til opprinnelig
plan fordi forsgket matte avslutte tre uker tidligere (grunnet AGD utbrudd pa laksen).
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

Figur 1: Forsgksmerd sett fra siden (til venstre). Merd med skjul og kamerastativ i hjgrnet, sett ovenfra (til hgyre).

Féringsautomat for laks til venstre. Vertikalt skjul (plasttare) til hgyre. Dadfiskhav i bunn.

Undervannskamera (GoPro) ble brukt for & dokumentere rensefiskadferd i tre ulike dyp av en
merd samtidig. Kamera ble montert pa et flyttbart aluminiumsstativ pa henholdsvis 0.5 m, 2 m
0g 4 m dyp. Stativet ble hengt i hjgrnet neermest skjulet slik at kamera filmet rett mot dette, fra
en avstand pa 1,30 meter (Figur 3). Det ble filmet i 9 merder, der alle 6 kombinasjoner av
rensefiskarter ble filmet kontinuerlig i minimum 2 timer. Filmene er analysert for:

e Lusespising pa laks

e Observasjoner av rensefisk frittsvemmende i merden

e Observasjoner av rensefisk i skjulet

e Aggresjon/ territoriell adferd

e Andre typer adferd

e Laksen: Rykk som kan tyde pa at rensefisk napper borti skinnet?
e Generelt inntrykk av bildet i merden
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

For registrering av rensefiskens

plassering i merden gjennom dggnet
ble det benyttet et spesialtilpasset
antennesystem levert av TraclD. Fire
ringantenner (diameter 0,5 meter) ble
montert med 1 meter avstand mellom
hver ring. Riggen ble senket ned over
skjulet (Figur 5 og Figur 6). Den
gverste antennen hang 0,5 meter
under overflaten. Antenneriggen stod
ute i merden 1-3 dggn, og all rensefisk
som passerte i nerheten av en ring ble
kontinuerlig registrert (Tabell 3). Vi
fikk ikke registrert alle kombinasjoner
som var planlagt da forsgksperioden

ble halvert. Kun nar fisk er i naerheten Figur 2: Merking av rognkjeks med manuell innskyving av PIT-
. . .. . . merke med kanylen. All rensefisk i forsgket ble merket med PIT
av skjulet vil posisjonen bli registrert, merker.

mens aktivitet som foregar utenfor

skjulet (svemming langs merdkanten

eller fritt i vannmassene) vil ikke bli registrert med denne metoden. For arter som oppholder
seg lite i skjulet vil det da bli feerre registreringer uten at det trenger bety at disse er mindre
aktive. Antennen registrer hver gang et merke opptrer innenfor deteksjonsradiusen. Nar et
individ oppholder seg rundt antennen over en tidsperiode vil dette bli registrert mange ganger.
Siden vi var interessert i hvor stor andel av fisken som oppholdt seg pa ulike dyp gjennom
dagnet, vil mange observasjoner av samme individ pa samme antenne maskere trender. Vi
regnet derfor hvert individs mediandyp per time (det dypet de oftest ble registrert pa i en time)
og brukte dette estimatet i videre analyser pa dybdefordeling og aktivitet.

Tabell 1: Antall, vekt og lengde for fisk brukt i forsgket med rensefisk og laks p& Havforskningsinstituttet, Austevoll

forskningsstasjon 2014. Et utvalg pa 20 laks ble veid og malt fer fordeling i forsgksmerdene. Alle rensefiskene ble veid og malt
for utsett.

Antall fisk brukt i

forsaket Snittvekt (g) Snittlengde (cm)
Laks 16500 435 35
Rognkjeks (oppdrett) 180 28 8,5
Bergnebb (vill) 180 26 12
Berggylt (oppdrett) 180 37 13
Grgnngylt (vill) 180 30 12,5
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

BG TN

BN/GG BG/RK

Kontroll

BN/GG

BG BG/GG

BG/RK

BN/RK BG/BN

BG/GG BN/RK Kontroll

BG BN/GG BG/BN

BG/RK

Kontroll BG/GG BG/BN

Land

Figur 3: Laks og rensefisk ble fordelt i 33 merder, med tre replikater per behandling og totalt 10 kombinasjoner av rensefisk. Tre
merder hadde kun laks og fungerte som kontrollgrupper. Det var 510 laks og 24 rensefisk i hver merd (12 av hver art ved
kombinasjoner). Berggylt (BG), bergnebb (BN), granngylt (GG), rognkjeks (RK).
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

2.5 Dataanalyse

Signifikante forskjeller i lusetall mellom behandlingene i hver av de fire ukene ble testet ved
generaliserte linezere modeller (glm). Her ble antall preadulte og voksne hunnlus slatt sammen
og brukt som responsvariabel, som var de lusestadiene vi forventet effekt av rensefisk pa. Lus
per laks ble modellert med negativ binomial fordeling, da poisson fordeling viste seg & bli
overdispersed (overfordelt) ved & sammenlikne residual deviance med antall frihetsgrader
(Zuur et al. 2009). En post-hoc test ble bruk for a gjere parvise sammenlikninger av effekten
mellom de ulike behandlingene og kontroll ved hjelp av R-pakken Ismeans.

5m

im

Figur 4: Skjul med antenne. Fire ringantenner (0.5, 1.5, 2.5 og 3.5
m) tredd ned over et skjul.

Figur 5: Skjul med antenne. Fire ringantenner (0.5, 1.5, 2.5
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Program rensefisk: Adferd og artssamspill i laksemerder

3 Del I: Resultat

3.1 Lusetall

Figur 6 viser gjennomsnittstall for de ulike stadiene i ulike behandlinger, mens figur A3
(Appendix) viser ogsa spredningen i lusetellingene som histogram. Disse viser klare effekter
av leppefisk ved avslutning av forsgket, mens effekten av rognkjeks var kun gjeldene i
kombinasjon med leppefisk.

Fastsittende lakselus: Da rensefisk i hovedsak vil beite pa stgrre stadier av lus, forventer vi
ikke at antallet fastsittende stadier av vil bli pavirket av rensefisk. Forsgksmerdene ble fordelt
i et tilfeldig manster i anlegget for & motvirke at eventuelle forskjeller i nypaslag av lakselus
vil pavirke resultatene. Det ble for gvrig ikke registrert signifikant forskjell i paslag av lus
mellom noen av merdene i lgpet av forsgksperioden (testet ved GLM, poisson fordeling). Det
var ingen signifikant effekt av behandling pa antall fastsittende lakselus i noen av de fire
forsgksukene (Figur 6 og Figur 7).

Preadulte lakselus: Fra mageanalyser i tidligere forsgk er det vist at bade leppefisk og
rognkjeks spiser preadulte lus og vi forventet dermed a se en effekt av rensefisk. Ved hgy
temperatur, som i denne perioden, vil lus vokse seg raskt inn i neste kategori. De to farste ukene
er det liten forskjell mellom behandlingene, men fra uke 38 (to uker etter utsett av rensefisk)
begynner vi a se en effekt av rensefisk (Figur 6) | uke 39 er forskjellene mellom behandlingene
starre, med klart lavere antall lus i behandlingene med leppefisk

Voksne hunnlus: Vi antar at voksne hunnlus vil vaere mest utsatt for beiting av rensefisk siden
de er mest synlige og har sterst naringsverdi. De to farste ukene ser vi liten forskjell mellom
behandlingene, mens enkelte av behandlingene viser tydelige forskjeller i uke 38, som gker mot
uke 39 (Figur 6). I uke 39 var det tilneermet null eller null registrerte voksne hunnlus i
behandlingene med enkeltarter leppefisk eller leppefisk i kombinasjon. Rognkjeks alene hadde
liten effekt eller ingen effekt i forhold til kontroll. 1 en av replikatene med kombinasjonen
bergnebb og grenngylt var det uforklarlig hgye lusetall (Gjennomsnitt pa 3,2 voksne hunnlus i
uke 39 mot ingen i de to andre replikatene).
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Figur 6: Gjennomsnittlig lusetall av de ulike stadiene gjennom de fire forsgksukene.

Statistiske forskjeller i preadulte + voksne hunnlus: | behandlingene med hver art enkeltvis
sammenliknet med kontrollmerdene uten rensefisk var det signifikant lavere lusetall for alle tre
leppefiskartene i bade uke 38 og 39, men ikke for rognkjeks i noen av ukene. Av
kombinasjonene var det berggylt + bergnebb og berggylt + grenngylt som gir den staerste
effekten pa lus (Figur 7 og Figur 8), og disse var ikke signifikant forskjellige fra hverandre i
noen av ukene. Kombinasjonen av bergnebb og berggylt hadde ogsa signifikant lavere lusetall
sammenliknet med nar disse artene ble brukt enkeltvis (Figur 8). Kombinasjonene med
rognkjeks og leppefisk hadde signifikant feerre lus enn kontroll i uke 39, og tendensen var at
disse & noe hgyere enn rene leppefiskkombinasjoner (Figur 8). Den som skilte seg ut med lavest
lusetall av rognkjekskombinasjonene var rognkjeks + bergnebb; kun berggylt + bergnebb hadde
signifikant lavere i uke 39.
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Figur 7: Utvikling i lusetall (preadulte og voksne hunnlus sammenslatt) for enkeltarter (everst) og kombinasjoner av rensefisk
(nederst). Statistisk signifikante forskjeller fra kontrollbehandling er markert med stjerne (GLM — negativ binomial).
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Figur 8: Parvise sammenlikninger av lusetall (preadulte og voksne hunnlus sammenslatt) mellom ulike kombinasjoner av
rensefisk. Statistisk signifikante forskjeller mellom behandlinger er markert med stjerne (GLM — negativ binomial).

3.2 Filmobservasjoner

Fisken roet seg raskt etter at kamerastativet ble senket ned. Det var litt tendens til & gjemme seg
i skjulet eller & oppsgke kamera med en gang (sarlig rognkijeks), ellers ble kameraet raskt
ignorert av bade laks og rensefisk. Et gjennomgaende inntrykk er at all rensefisk forholder seg
rolig og «opptatt med sitt», tilsynelatende uten territoriell adferd bade i forhold til hverandre og
til laksen. Uavhengig av hvilken annen art som var til stede var det et generelt inntrykk at artene
har sine foretrukne dybder i merden og i skjulet. Artene er derfor beskrevet hver for seg, det er
kommentert spesielt dersom der er adferd i en merd som har skilt seg ut fra andre merder/
behandlinger.

Rognkjeks (RK): P& 0,5 meter var der stor aktivitet pa rognkjeks. Fisken var for det meste
frittsvemmende, et par observasjoner ble gjort av fisk som undersgkte eller festet seg pa skjulet.
Rognkjeksen virket i det hele lite interessert i laksen (som ofte holdt seg noe lenger nede i
merden), den var mer opptatt med a spise pa ribbemaneter og annet plankton. Individforskijeller
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innen arten var mer tydelige her enn hos leppefisk; Noen rognkjeks svemte aktivt rundt om i
merden og langsmed notvegg, mens andre virket mer stedbundne og holdt seg i omradet 1-1,5
meter fra skjulet, nerme vannspeilet. Rognkjeks ble nesten ikke observert i de to nederste
kameraene (pa 2 og 4 m dyp), i flere av merdene var det ingen observasjoner ved 4 meter. Det
var ingen observasjoner av lusespising og heller ingen nevneverdig interesse for laksen.

Bergnebb (BN): Bergnebb viste et tydelig mgnster bortimot omvendt av det for rognkjeks.
Generelt var det kun en og annen frittsvemmende bergnebb & se i de gverste meterne. Pa 2 m
dyp ble det observert en og annen bergnebb frittsvemmende eller langs notveggen. Flest
bergnebber var & se ved den nederste enden av skjulet, men likevel sapass fa at en ma regne
med at en del gikk enda dypere enn det kamera fanget opp. Noen bergnebb var ogsa a se
langsmed notveggen pa motsatt side av merden. Det var mulig a artsbestemme leppefisken over
avstand pa grunn av sveert god sikt, noe som gjorde det mulig a se den relativt slanke kroppen
og de mer fleksible, grasigse bevegelsene som bergnebb har, i forhold til annen leppefisk. |
kombinasjonen med rognkijeks ble det sett flere tilfeller av at bergnebb plukket/ spiste pa laks.
I kombinasjonen med berggylt var det fremdeles bergnebb som dominerte i det nederste sjiktet,
og her kunne en se noen tilfeller av lusespising hos bade bergnebb og berggylt.

Grgnngylt (GG): Gjennomgaende inntrykk er at grgnngylt fordelte seg i starre grad i
vannsgylen enn de andre artene. De fleste observasjoner gjort av frittsvemmende grgnngylt er
pa rundt 2 meters dyp. Ved 4 meter virket det a vaere noe mer vanlig at grgnngylten holdt seg
ner skjulet, og det var litt feerre frittsvemmende. Granngylt virker generelt & ha noe mer aktiv
adferd enn annen leppefisk. En gruppe pa 3-4 grenngylt ble observert «dansende» rundt
hverandre i et lite omrade 1-2 meter ut fra skjulet (0.5 m dyp). De virket & sgke/snappe i vannet,
mulig etter plankton, og enset ikke laksen som ofte kom svaert naer. Noen granngylt var sa vidt
innom skjulet en tur, for s & svemme ut igjen og fortsette «dansen». Enkelte granngylt viste
aggressiv adferd mot individ av egen art (ved 2- 4 meters dyp, bade sammen med berggylt og
bergnebb), der en gregnngylt jaget vekk en annen. Dette skjedde nert inntil skjulet. Denne
adferden ble ikke registrert hos noen av de andre artene i forsgket. Grgnngylt var ogsa den av
artene som virket a ha starst interesse av a plukke pa selve tarebladene i skjulet. Et par tilfeller
av lusespising pa laks ble sett i midterste delen av merden.

Berggylt (BG): @verst i merdene ble der jevnt over ikke observert berggylt. Et unntak var i en
merd med BG/ RK, der det pa 0,5 m dyp var omtrent like mange observasjoner av berggylt inne
i skjulet som av rognkjeks svammende fritt. I mellomsjiktet (2 m) var berggylt mye observert,
noenlunde likt fordelt inne i og utenfor skjulet. Berggylt dominerte dette sjiktet da den gikk
sammen med bergnebb og med rognkjeks. (Dessverre mangler tydelige opptak fra merd der
berggylt gar sammen med grgnngylt). Ved 4 meters dyp var berggylten ogsa vanlig a se bade
ute mellom laksen og inne i skjulet. I kombinasjonen med bergnebb var der flere observasjoner
av berggylt inne i skjulet enn utenfor. Av de fire artene er det berggylt som virker & vaere den
mest neaergaende i forhold til laksen, ved at den svemmer innimellom og oftest tydelig saker
langs kroppen pa laksen.
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3.3 Rensefisken plassering gjennom dggnet ifglge PIT-registreringer

| tabell 3 er det oppsummert hvor mange slike median-dyp-per-time registreringer vi hadde av
de ulike artene og behandlingene. Gjennomsnittlig mediandyp er ogsa gitt. | Figurer 9, 10, 11,
12 vises hvordan alle registreringer fordeler seg pa dybde per individ. Her ser man tydelig at
noen individer star for svaert mange registreringer pa enkelte antenner (dyp). | Figur 13 viser
de ulike artenes prosentvise fordeling pa ulike dyp gjennom dagnet hele forsgksperioden slatt
sammen. Figur 14 viser dggnvariasjonen i antall registreringer for de ulike artene. Etter falger
beskrivelse av trendene per art.

Tabell 2: Oppsummering PIT-registreringer hvor registreringer av antenne innen en time er slatt sammen. N er antall individer,
registreringer er antall individ-registreringer i hele perioden og gjennomsnittsdyp gir gjennomsnittet av alle median-dypene
registrert per time.

Art Behandling N Registreringer Gjennomsnittsdyp
BG BG 21 411 1.8
BN BN 28 355 3.0
BN BN.GG 7 106 3.3
GG BN.GG 17 310 2.6
GG GG 23 1057 2.0
GG RK.GG 11 440 2.3
RK RK.GG 12 239 0.6
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Figur 9: Antall registreringer (totalt) og dybdefordeling for ulike berggylt i forsgkene. Individene er sortert fra minst (venstre) til

starst (hayre) i denne og figur 12-14.
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Figur 10: Antall registreringer (totalt) og dybdefordeling for ulike bergnebb i forsgkene.
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Figur 11: Antall registreringer (totalt) og dybdefordeling for ulike granngylt i forsgkene.
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Figur 12: Antall registreringer (totalt) og dybdefordeling for ulike rognkjeks i forsgkene.
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Figur 14: Antall registeringer (maks 1 per timer per individ) for de ulike rensefiskartene gjennom dggnet

Berggylt: For berggylt har vi bare registreringer av merder der berggylt var eneste rensefiskart. Det var
ingen utpregede individforskjeller i dybdefordeling (Figur 9). Berggylt oppholder seg langs hele dybden
av skjulet, men med feerre registreringer nederst. Aktiviteten pa berggylt er hgyest fra kl 08.00 til kl
17.00 (Figur 14).
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Bergnebb: For bergnebb har vi registreringer i merder med kun bergnebb og med
kombinasjonen bergnebb/granngylt. Generelt vil bergnebb oppholde seg i den nedre delen av
merden (Figur 10), men enkelte individer var mer aktive gverst (Figur 10). Aktiviteten pa
bergnebb er hgyest er hgyest fra kl 06.00 til kI 17.00 (Figur 14). I kombinasjonen
grenngylt/bergnebb sa vi at bergnebb trakk enda dypere i merden nar det var grenngylt til stede
enn nar de var eneste rensefisk i merden (Figur 15).

Grgnngylt: For grgnngylt har vi registreringer i merder med kun grenngylt og med
kombinasjonene bergnebb/granngylt og rognkjeks/granngylt. Grgnngylt oppholder seg jevnt
fordelt i hele vannsgylen (Figur 11), med relativ store individforskjeller i dybdepreferanse
(Figur 13). Aktiviteten pa grenngylt er hgy fra kl 05.00 til kl 17.00 (Figur 14). | kombinasjon
med bergnebb var det en tendens til at granngylten opptradde dypere i enn nar den var alene.
Grenngylt var ogsa noe dypere i kombinasjon med rognkjeks i forhold til nar den var alene som
rensefisk art. Selv om analysene av filmene ikke avdekket direkte aggresjon mellom de ulike
rensefiskartene (bare grenngylt ble observert a jage andre granngylt), kan artene likevel pavirke
hverandre og endre hvor de plasserer seg i forhold til hverandre.

Rognkjeks: Her har vi kun registreringer i merd med kombinasjonen rognkjeks/ granngylt.
Rognkjeks oppholder seg i gvre del av merden (Figur 12 og Figur 13). Rognkjeks har en mer
variabel aktivitetskurve enn leppefiskene, med en topp fra 07-09 og lavere frem til kl 18 (Figur
14). Det var feerre registreringer av rognkjeks, da disse oftest ble observert svammende fritt i
gvre del av vannmassene (og dermed ikke ble registrert av antennene i skjulet).
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Figur 15: Dybdefordeling av de ulike artene i tidsrommet 08-16 alene og i kombinasjonsbehandling. Rognkjeks har kun data i
kombinasjon med grgnngylt.
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3.4 Dgdelighet pa laks og rensefisk

Dadelighet pa laks og rensefisk ble registrert ved bruk av dgdfiskhav montert i bunnen av hver
merd. Tabell 3 viser dgdelighet per merd i lgpet av perioden. Mot slutten av perioden ble AGD
problemene for laksen store, og gkende dgdelighet farte til at resten av forsgket matte

termineres.

Tabell 3: Registrert dgdelighet av laks og rensefisk i forsgksperioden. Ved start var det 500 laks og 24 rensefisk i

hver merd. Dgd rensefisk ble fortlgpende erstattet med nye (totalt tall i parentes).

Laks  Grgnngylt Rognkjeks Bergnebb  Berggylt
Start 16830 180 (+48) 180 (+13) 180 (+14) 180 (+11)
Uke 0 165 9 9
Uke 1 222 35 1 13 3
Uke 2 773 15 1 2 3
Uke 3 3527 4 4 1
Uke 4 3628 1 7 13
Total 8315 64 13 15 29
% 49,4 28,1 6,7 7,7 15,2
dadelighet
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4 Del I: Diskusjon

De tre leppefiskeartene reduserte lusetallene effektivt. Det var ingen forskjeller mellom artene
nar de ble brukt enkeltvis. Kombinasjoner av leppefisk tyder pa a vaere mer effektivt enn a
bruke artene enkeltvis. Berggylt i kombinasjon med bergnebb gav signifikant lavere lusetall
enn de alle andre behandlinger, med unntak av kombinasjonen berggylt og grenngylt. Spesielt
pa preadulte lus var kombinasjonen berggylt og bergnebb effektiv. Rognkjeks fungerte
darligere som luseplukker i dette forsgket, nar de var alene (hgyest lusetall, ikke signifikant
lavere enn kontrollbehandling). Det var mye sol i hele perioden forsgket varte, noe som
medfarte at laksen gikk dypt i merdene. Rognkjeksen holdt imidlertid til i gvre del av merden,
altsa sjelden der laksen var. Vi observerte at rognkjeks beitet mye pa andre byttedyr i vannet.
De var spesielt glad i maneter, og det var mye maneter i sjgen gjennom forsgksperioden.
Generelt var ogsa lusetallene hgyere i rognkjeks-leppefisk kombinasjoner enn i rene
leppefiskkombinasjoner, bortsett fra rognkjeks og bergnebb sammen. Dette kan muligens
forklares av en kontrasterende dybdeadferd hos disse artene, ved at rognkjeksen holder seg
grunt mens bergnebben gar dypt og kombinasjonen av disse dekker dermed et starre omrade
for avlusning. Lusetellingene viser at grenngylt, berggylt og bergnebb alene som rensefiskart
holder lusetallet godt nede, mens det var granngylt-berggylt og bergnebb-berggylt som gav den
beste effekten (ikke signifikant forskjellige fra hverandre). I kombinasjon grenngylt-bergnebb
var det en merd med ekstra hgye lusetall, mens de andre to andre med samme kombinasjon
fungerte bra.

Forskjellene 1 lusetall mellom ulike kombinasjoner og enkeltarter kan relateres til at vi
observerte tydelige forskjeller i dybdeatferd; leppefiskene benyttet et starre dybdespenn —
grenngylten hadde sterst variasjon i dybdebruk, mens berggylt hadde tendens til a sta grunnere,
mens bergnebben var generelt dypere enn de andre artene. Dette samsvarer til en viss grad med
dybdefordelingen som observeres i naturen, hvor bergnebben star dypere enn grenngylt.
Rognkjeksen ble hovedsakelig registrert i overflaten i dette forsgket. Dette kan skyldes hgy
vanntemperatur og mye maneter i sjgen som rognkjeksen ble observert beitende pa. Det er
derfor sannsynlig at rognkjeksen har en annen dybdepreferanse og bedre effekt pa lusetall under
andre miljgbetingelser. Selv om forsgkene demonstrerer at kombinasjoner av ulike leppefisk
arter tyder pa a gi en god effekt og fungerer fint sammen, er det fortsatt behov for bedre
forstaelse av sesongmessige variasjoner i adferd og lusebeiting for a fa en optimal utnyttelse av
rensefisk og en rett kombinasjon av artene gjennom hele aret. Dette forsgket ble gjennomfart i
september, nar sjgtemperaturene er hgye. Nar temperaturen faller utover hgsten, vil den
naturlige beiteaktiviteten hos leppefisk falle, mens rognkjeksen opprettholder i stor grad
aktivitetsnivaet. Forsgksoppsett med PIT-antenner viste seg a veere godt egnet for & fa presis
informasjon om aktivitets niva og dybdepreferanse og vil bar derfor vurderes som metode for
a se pa sesongmessige variasjoner i adferd hos rensefisk. Filming kan gi tilsvarende informasjon
og ogsa dokumentere beiting, men dataanalyse er mer tidskrevende, sa det anbefales a bruke
filming som en komplementeer metode til antenneregistrering.
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5 Del ll: Rensefiskers toleranse for ferskvanns- og
hydrogenperoksidbehandlinger mot amgabisk
gjellesykdom (AGD) — Innledning

Amgbisk gjellesykdom (engelsk: amoebic gill disease, AGD) er en smittsom fiskesykdom som
forarsakes av den parasittiske, marine amgben Paramoeba perurans (Crosbie et al. 2012).
Amgben infiserer fiskegjeller og forarsaker lesjoner som kan fare til at fiskene far
respirasjonsvansker, systemisk hypertensjon, og kan dg dersom de ikke blir behandlet (Munday
et al. 1990, Powell et al. 2002, Leef et al. 2005, Leef et al.2007, Steinum et al.2008, Mitchell
& Rodger 2011). P. perurans viser liten vertsspesifisitet og kan infisere en rekke ubeslektede
marine og euryhaline fiskearter (Nowak et al. 2002, VKM 2014), men rammer farst og fremst
laksefisker i oppdrett (Young et al. 2007, Steinumet al. 2008, Young et al. 2008, Bustos et al.
2011, Rozas et al. 2012). De mest brukte metodene for behandling mot AGD er a bade fiskene
2-4 timer i vann med lav saltholdighet (H20, S < 5%00) (Parsons et al. 2001, Powell et al. 2001,
Clark et al. 2003, Roberts & Powell 2003, Adams & Nowak 2004, Powell et al. 2015) eller 15—
20 minutter i hydrogenperoksidlgsning (H202, ¢ = 1 000-1 500 ppm aktiv substans) (Rach et
al. 1997, Adams et al. 2012, Hyttered et al. 2017). Dette gjgres vanligvis ved hjelp av en
presenning som trekkes rundt og under merden, eller i en brgnnbat. Bade ferskvanns- og
hydrogenperoksidbehandlinger reduserer forekomsten av amgber, men ingen av metodene er
100 % effektive (Parsons et al. 2001, Powell & Clark 2003, Roberts & Powell 2003, Hyttergd
et al. 2017).

Laks og regnbuegrret er anadrome fiskearter som etter smoltifisering er euryhaline og har hgy
kapasitet for osmoregulering (Hoar 1976, Folmar & Dickhoff 1980, Wedemeyer et al. 1980,
McCormick & Saunders 1987, Hoar 1988). Disse artene taler tilsynelatende godt a veere i vann
med lav saltholdighet, og behandlinger med ferskvann ser ikke ut til & ha signifikant patologisk
innvirkning pa fiskene (Powell et al. 2001, Mo & Hyttergd 2016). Nar det gjelder behandlinger
med hydrogenperoksid, er det observert at laksefisker blir stresset, endrer adferd og kan fa
skader pa hud, gyne og gjeller (Johnson et al. 1993, Kiemer & Black 1997, Speare et al. 1999,
Bowers et al. 2002, Mo & Hytterad 2016, Hytterad et al. 2017). Det er ogsa rapportert om
dedelighet (Kiemer & Black 1997, Powell et al. 2005, Karlsbakk 2015, Hyttergd et al. 2017).

Ved utbrudd av AGD hos laksefisker i merder med kohabiterende rensefisker, er det ngdvendig
at samtlige fisker behandles fordi ogsa rensefiskene kan veere infiserte (Karlsbakk et al. 2013,
Haugland et al. 2015, Hjeltnes et al. 2016). Ettersom det er variasjon mellom ulike fiskearters
toleranse for lav saltholdighet (Whitfield & Blaber 1981, Wu & Woo 1983, Bennett 1985) og
hydrogenperoksid (Mitchell & Collins 1997, Rach et al. 1997, Gaikowski et al. 1999), kan
behandlingene som brukes pa for eksempel laks og regnbuegrret ikke uten videre brukes pa
andre fiskearter. Vanligvis behandles rensefisken sammen med laksen, og det er i denne
sammenheng stor dadelighet pa rensefisken. Det er imidlertid ikke undersgkt om rensefiskene
taler behandlingene som brukes. Tolererer imidlertid rensefisken selve behandlingen med
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ferskvann eller H2O2, er det handteringen av rensefisken som kan vere et problem ved en
behandling sammen med laksefiskene.

Rensefiskartene som benyttes til avlusing av laksefisker, er marine arter som ikke naturlig er a
finne i ferskvann (S < 0,5%w). Leppefisker og juvenile rognkjekser lever imidlertid i
sublittoralsonen (Quignard & Pras 1986, Lythgoe & Lythgoe 1991, Ing6lfsson & Kristjansson
2002) hvor vannet over haloklinen har redusert saltholdighet som faglge av ferskvannsavrenning
fra land (Mann & Lazier 2006). Det er derfor mulig at de kan tale vann med lav saltholdighet.
Sayer et al. (1996) undersgkte blant annet toleransen til bergnebb, gressgylte og grenngylte
overfor reduksjoner i saltholdighet ned til S = 8% over 5-6 dager og fant at alle artene
overlevde dette. Til behandling mot AGD i oppdrett av berggylte, er det med hell brukt
brakkvann med en saltholdighet pa 15 %o over flere dager (Dahle 2015, Karlsbakk 2015), men
det har vist seg fatalt med overfgring direkte til ferskvann. | forbindelse med
hydrogenperoksidbehandling av laksefisker har noen oppdrettere rapportert om hgy dgdelighet
av kohabiterende rensefisker, mens andre har rapportert at rensefiskene taler behandlingen godit.

Malsettingen for denne undersgkelsen var a avdekke om rensefiskartene berggylte (Labrus
bergylta), bergnebb (Ctenolabrus rupestris), grenngylte (Symphodus melops) og rognkjeks
(Cyclopterus lumpus) taler ferskvanns- og hydrogenperoksidbehandlinger (H202) mot amgbisk
gjellesykdom (AGD).
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6 Del Il: Materiale og metoder

Forsgkene ble utfart ved Havforskningsinstituttets forskningsstasjon pa Austevoll. Bergnebb
og grenngylte til forsgkene ble fanget lokalt, mens berggylt og rognkjeks kom fra oppdrett.
Berggyltene var drettet opp pa Austevoll forskningsstasjon, mens rognkjeksen kom fra Norsk
Oppdrettsservice AS i Flekkefjord. De totale kroppslengdene til fisk benyttet i forsgkene var
11,4 + 1,4 cm for berggylt (N = 127), 12,6 + 0,9 cm for bergnebb (N =119), 14,0 £ 2,1 cm for

grenngylte (N =127) og 7,9 = 1,2 cm for rognkjeks (N = 108).

Akklimatiseringskar
1500L

848 daaer Nullkontroll

> Fysiologisk provetaking
3 fisker

Kontroll
— — Behandlingkar
10 fisker1 hvert kar
2 timer / 20 minutter
v v > Fysiologisk provetaking
- p— 3 fisker fra hvert kar
Bedringskar
7 fisker1 hvert kar
24 timer
! I/

;/Veuncr og m&lmv

Overvakingskar I:l Sjovann
500 L
1 uke |:| Behandlinggvann

Figur 16. Oversikt over hvert behandlingsforsgk med hver fiskeart. Samtlige kar inneholdt sjgvann, bortsett fra halvparten av
behandlingskarene som inneholdt vann med redusert saltholdighet eller hydrogenperoksidlgsning. Ferskvannsbehandling varte

i 2 timer, mens hydrogenperoksidbehandling varte i 20 minutter.

Figur 16 gir en oversikt over forsgksoppsettet. Fiskene ble fordelt etter art i fire 1 500-liters
akklimatiseringskar i forsgkshallen hvor de ble holdt i minst atte dager far behandlings-
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forsgkene, som ble utfgrt i 50 liters kar, ble gjennomfgrt. Vanntemperaturen ble holdt pa ~12
°C i akklimatiseringskarene og i alle forsgkene.

For hver behandlingstype (direkte ferskvann, gradvis ferskvann og hydrogenperoksid) skulle
det behandles ti fisker av hver art i tre paralleller, og utfares kontroll med ti fisker av hver art i
tre paralleller. Ved forsgksstart ble tre fisker havet ut av akklimatiseringskaret for fysiologisk
pravetaking (nullkontroller). Deretter ble ti fisker til hver behandlingsparallell overfart til 50-
liters behandlingskar for behandling med ferskvann eller hydrogenperoksid, og ti fisker til hver
kontrollparallell ble overfart til tilsvarende kar med sjgvann. Etter utlgpt eksponeringstid (2
timer ved ferskvannsbehandling og 20 minutter ved hydrogenperoksidbehandling), ble tre
fisker fra hver behandlings- og kontrollparallell avlivet for fysiologisk prgvetaking, mens de
resterende sju fiskene fra hver parallell ble overfert til 50-liters bedringskar med sjgvann for
studier av adferd, appetitt og overlevelse. Etter ett dggn i bedringskarene, ble fiskene veid og
malt og overfart til 500-liters overvakingskar med sjgvann. Der ble fiskene observert og roktet
som normalt i én uke fgr forsgkene ble avsluttet.

For hver av de fire rensefiskartene ble det planlagt & gjennomfare tre ulike behandlinger med
parallelle kontroller:

1. Direkte ferskvann: Fisker overfares til kar med ferskvann og holdes der i 2 timer.

2. Gradvis ferskvann: Fisker overfares til kar med sjgvann som gradvis blir erstattet med
ferskvann i lgpet av 2 timer. Deretter blir fiskene holdt 2 timer i det resulterende
lavsaltholdighetsvannet (S < 5%oo).

3. Hydrogenperoksid: Fisker overfares til kar med sjgvann tilsatt hydrogenperoksidlgsning i
en konsentrasjon pa 1 500 ppm og holdes der i 20 minutter.

4. Kontroll: Fisker overfares til kar med sjgvann og holdes der i 20 minutter eller 2 timer
avhengig av den parallelle behandlingen. Dette for a kontrollere hvordan overfgringen av
fisker mellom kar i forbindelse med behandlingene pavirket fiskene.

Behandlingen med direkte ferskvann ble antatt & vaere den mest belastende for fiskene. Det ble
utfart et pilotforsgk for a fa se hvordan de ulike rensefiskartene reagerte pa denne behandlingen.
Om lag ti fisker av hver art ble overfert fra akklimatiseringskarene til 50-litersbehandlingskar
med stagnerende ferskvann. Dersom en fisk «bikket over», la seg pa siden, ble den umiddelbart
havet over i et 50-liters bedringskar med gjennomstremmende sjgvann. Tiden det tok til
eventuell «bikking» ble notert. Pilotforsgket ble avsluttet etter 2 timer. Fiskene ble deretter
samlet i et felles 500-liters overvakingskar med skjul og ikke benyttet i senere
behandlingsforsgk.

Pa bakgrunn av resultatene fra pilotforsgket (se resultatkapittel), hvor leppefiskartene fikk
problemer mens rognkjeksene tilsynelatende klarte seg bra, ble det besluttet a droppe
behandlingen med direkte ferskvann for leppefiskartene. Det var ikke tilstrekkelig antall
rognkijeks til a teste bade direkte og gradvis ferskvann, og ut fra resultatene i pilotforsgket, ble
direkte ferskvannsbehandling valgt for rognkjeks.
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For hver art og behandling ble det utfart tre paralleller og tre kontrollparalleller med ti fisker i
hver parallell. For hver parallell ble det foretatt fysiologisk pravetaking av tre fisker og overfart
sju fisker til adferdsstudier. Det ble ogsa foretatt fysiologisk prevetaking av tre fisker far
behandling som nullkontroll.

Pa forsgksdagene ble de rensefiskene som skulle behandles ikke foret i akklimatiseringskarene
om morgenen. Dette fordi det skulle observeres hvor lang tid det tok fer fiskene begynte a spise
igjen etter behandlingene, noe som er en god indikator pa fiskenes stressniva (Bernier 2006).
Som stressindikator skulle ogsa fiskenes konsentrasjon av glukose i blodplasma males
(Silbergeld 1974, Hattingh 1977, Wedemeyer & Yasutake 1977). Slike malinger er mindre
palitelige fra forede fisker enn fra uférede fisker fordi inntak av for farer til gkt konsentrasjon
av glukose i blodet (Gutiérrez et al. 1984). Inntak av for kan ogsa redusere stressresponsen
(Olsen et al. 2008). Den utelatte féringen om morgenen innebar at fiskene ved oppstart av
behandlingsforsgkene ikke var blitt foret pa cirka 12 degngrader (ett degn ved 12 °C).

6.1 Gjennomfaring

o

Hvert av behandlingsforsgkene ble initiert ved & have tre fisker enkeltvis ut av et
akklimatiseringskar for fysiologisk prgvetaking. Tilnermelsen til karet var den samme som ved
daglig rekting for a stresse fiskene minst mulig. Disse fiskene fungerte som nullkontroller for
dokumentasjon av fiskenes fysiologiske tilstand fer forsgkene. Deretter ble vannstanden i
akklimatiseringskaret senket far 60 fisker ble tilfeldig havet ut og fordelt med ti fisker i hvert
behandlingskar. Halvparten av de overfgrte fiskene ble benyttet som kontrollfisker og
gjennomgikk samme prosedyre som de behandlede fiskene, bortsett fra at de hele tiden ble holdt
I sjgvann. Det ble benyttet tre behandlingsparalleller og tre kontrollparalleller til hvert
behandlingsforsgk. Behandlingskarene inneholdt stagnerende vann, og oksygen ble derfor
tilfart ved behov med en slange som ble plassert midt i behandlingskarene. Etter utlgpt
eksponeringstid, ble det fra hvert behandlingskar havet ut tre fisker for fysiologisk prevetaking,
mens de resterende sju fiskene ble overfert til bedringskar for studier av adferd, appetitt og
overlevelse.

6.1.1 Direkte ferskvann

Kun rognkjekser ble behandlet med direkte ferskvann. Rognkjeksene ble overfart til
behandlingskar med luftet ferskvann. Parallellene ble igangsatt med ett kvarters mellomrom.
Far behandlingen ble det besluttet & bruke de starste rognkjeksene farst, slik at de minste skulle
fa mer tid til & vokse far senere behandlingsforsgk med hydrogenperoksid. De starste fiskene
ble derfor selektivt havet ut av akklimatiseringskaret og overfert til kontrollkarene med sjgvann.
Da rognkjekser skulle haves ut av akklimatiseringskaret og overfares til behandlingskarene med
ferskvann, var det imidlertid ikke nok store fisker igjen, slik at ogsa noen sma fisker matte
benyttes. Dette viste seg i ettertid & ha fert til en signifikant stgrrelsesforskjell mellom
rognkjekser i behandlingskarene med ferskvann og i kontrollbehandlingskarene med sjgvann.
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6.1.2 Gradvis ferskvann

Kun leppefisker ble behandlet med gradvis ferskvann. Parallellene ble igangsatt med ti
minutters mellomrom. Fiskene ble overfart til behandlingskar med sjgvann hvor det hvert
kvarter over en periode pa 2 timer ble tappet ut 10 liter vann fra karene. Deretter ble det tilsatt
10 liter luftet ferskvann. Saltholdigheten i karene ble gradvis redusert fra S = 34,7 til S = 2,4—
3,0 i lgpet av 2 timer. Deretter ble fiskene holdt 2 timer i dette vannet.

6.1.3 Hydrogenperoksid

Ved hydrogenperoksidbehandling av laksefisker mot P. perurans / AGD, benyttes vanligvis en
konsentrasjon av hydrogenperoksid pa 1 000-1 500 ppm aktiv substans (Rach et al. 1997,
Adams et al. 2012, Hytterad et al. 2017). Ved behandling mot lakselus og eventuell
simultanbehandling mot begge parasittene, benyttes imidlertid ofte en konsentrasjon pa 1 500
ppm aktiv substans (Treasurer & Grant 1997, McAndrew et al. 1998, Grant 2002), og det ble
derfor besluttet & utfare behandlingsforsgkene med denne konsentrasjonen. Det ble beregnet at
128,6 mL 35 % hydrogenperoksidlgsning skulle tilsettes i 30 liter sjgvann i hvert av
behandlingskarene. For a fa en jevn fordeling av hydrogenperoksid i sjgvannet, ble lgsningen
farst blandet ut med 10 liter sjgvann i en plastbgtte, far innholdet i bgtta ble helt over i hvert av
behandlingskarene som var forhandsfylt med 20 liter sjgvann. Deretter ble fisker overfart fra
akklimatiseringskarene til behandlingskarene. Eksponeringstiden var 20 minutter. Ettersom det
ikke var arbeidskapasitet til & utfgre fysiologisk prevetaking av tre fisker samtidig, ble
prosedyren for behandlede fisker endret i forhold til prosedyren under ferskvanns-
behandlingene, slik at det etter utlgpt eksponeringstid ble ti minutter mellom hver av fiskene
som skulle undersgkes. Dette ble oppnadd ved & overfare atte fisker fra akklimatiseringskaret
til hvert av behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning i farste omgang. Etter 20 minutter
i ett av behandlingskarene, ble én fisk tatt ut for fysiologisk prgvetaking, mens de gvrige sju
fiskene ble overfert til ett av bedringskarene. Samtidig ble én annen fisk havet ut av
akklimatiseringskaret og overfgrt til det samme behandlingskaret. Etter 20 minutter i
behandlingskaret, ble denne fisken havet ut for fysiologisk prevetaking og prosedyren ble
gjentatt med en tredje fisk. Pa denne maten ble det sikret at alle fiskene hadde vart ngyaktig 20
minutter i hydrogenperoksidlgsningen.
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Figur 17 Berggylt i behandlingskar. Behandlingskarene inneholdt stagnerende vann, og oksygen ble tilfart med en slange ved
behov. Foto: Reidun Bjelland

Forsgksoppsettet for hver av de fire rensefiskartene er vist i Tabell 4. Totalt ble det benyttet
461 fisker i forsgket, hvorav 168 ble avlivet for fysiologisk prgvetaking.
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Tabell 4. forsgksoppsett. Tallene angir antall individer av hver art til behandling, kontroll, fysiologisk prgvetaking og

adferdsstudier. Totalt antall individer i forsgket: N = 461 (20 rognkjeks ble benyttet to ganger).

Berggylt Nullkontroll | Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3
Behandling Fysiologi Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | X
Gradvis ferskvann | - 3 8 3 7 3 7 31
Kontroll FV 3 3 7 3 7 3 7 33
Hydrogenperoksid | - 3 7 3 7 3 7 30
Kontroll HP 3 3 7 3 7 3 7 33
127
Bergnebb Nullkontroll | Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3
Behandling Fysiologi Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | X
Gradvis ferskvann | - 3 7 3 6 3 7 29
Kontroll FV 3 3 7 3 7 3 7 33
Hydrogenperoksid | - 3 7 3 7 3 7 30
Kontroll HP 3 3 5 3 5 3 5 27
119
Grgnngylt Nullkontroll | Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3
Behandling Fysiologi Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | X
Gradvis ferskvann | - 3 7 3 7 3 7 30
Kontroll FV 3 3 7 3 7 3 7 33
Hydrogenperoksid | - 3 7 3 7 3 7 30
Kontroll HP 3 3 8 3 7 3 7 34
127
Rognkjeks Nullkontroll | Parallell 1 Parallell 2 Parallell 3
Behandling Fysiologi Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | Fysiologi Adferd | X
Direkte ferskvann | - 3 7 3 7 3 7 30
Kontroll FV 3 3 7 3 6 3 7 32
Hydrogenperoksid | - 3 6 3 6 3 4 25
Kontroll HP 3 3 3 3 3 3 3 21
108
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6.2 Maling av fysiske og kjemiske vannparametre

Fysiske og kjemiske vannparametre ble malt manuelt far, under og etter behandlingene fig 19.
Parametrene som ble malt var temperatur, oksygenmetning, saltholdighet, pH og oksidasjons-
/reduksjonspotensial.

Figur 18. Maling av oksygenmetning (til venstre) og konduktivitet/saltholdighet (til heyre) i behandlingskar med berggylter. Foto:
Reidun Bjelland.

6.3 Filming av adferd

Fiskenes adferd i akklimatiseringskarene far behandlingene, i behandlingskarene under
behandlingene og i bedringskarene etter behandlingene ble periodevis filmet ved hjelp av
GoPro kamera. Det var kun ett kamera i hvert kar om gangen og kameraene ble montert pa
stativ og plassert pa bunnen av karene. Kameraene ble utplassert like etter at fiskene var overfart
til behandlings- og bedringskarene, og mellom én firedel og halvparten av karvolumet kom med
I bildet. Det ble filmet i 5-15 minutters sammenhengende perioder med ulik tid mellom
opptakene. Opptakene hadde en samlet varighet pa om lag 48 timer.

6.4 Fysiologisk prgvetaking
6.4.1 Bedgving

Etter utlgpt eksponeringstid, ble tre fisker fra hvert av behandlingskarene havet ut for
fysiologisk prevetaking. Fiskene ble enkeltvis overfert til et plastbeger med cirka 0,6 liter
bedavelseslgsning. Bedgvelsesmidlet som ble bruk var FINQUEL. Kontrollfisker og fisker som
hadde fatt hydrogenperoksidbehandling, ble overfart til et beger hvor bedgvelsesmidlet var
blandet ut i sjgvann, mens fisker som hadde fatt ferskvannsbehandling, ble overfart til et beger
hvor bedgvelsesmidlet var blandet ut i det avsluttende behandlingsvannet, det vil si brakkvann
eller ferskvann. Fiskene var i de fleste tilfeller tilstrekkelig bedgvde etter & ha tilbragt mellom
tretti sekunder og ett minutt i bedgvelseslgsningen.
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6.4.2 Blodprgvetaking

Blodpraver ble tatt og analysert for ulike stressparametre (hematokritt, kortisol, glukose, laktat,
natrium, kalium og klorid).

Til blodprgvetakingen ble det brukt 2-mL spregyter, og blodprgver ble tatt ved punksjon av
kaudale blodarer. Blodmengdene ble generelt sma (oftest mindre enn 0,2 mL) fordi de fleste
fiskene var sma. | enkelte tilfeller kom det svart lite eller ikke noe blod ut ved punksjon. Det
ble da foretatt en kaudal amputasjon hvor blodet som rant fra snittflaten ble samlet opp i
ammoniakkhepariniserte (80 iu mL-1) mikrokapilleerrar. Pa denne maten fikk man i det minste
malt hematokritt. Det ble tatt blodpreve av 168 fisker, hvorav sju ved kaudal amputasjon.

Blodpravene ble overfart direkte til 1,5-mL transparente Eppendorf®-rgr pa is. Fra Eppendorf-
rgrene ble det for maling av hematokritt fortlgpende tatt subpraver av fullblod til tilsvarende
mikrokapillzerrer som nevnt ovenfor. Pa grunn av begrensede blodmengder, ble kapillzrrarene
i de fleste tilfeller bare fylt cirka ¥ opp for a spare blod til senere laboratorieanalyser.
Kapilleerrgrene ble forseglet og umiddelbart sentrifugert i 3 minutter ved 13 000 rpm i en
hematokrittsentrifuge. Kapillarrgrene ble avlest ved a4 male den totale lengden av blodlegeme-
pluss blodplasmafraksjonen, og deretter male lengden av kun blodlegemefraksjonen.
Hematokrittverdiene ble sa bestemt ved a beregne andelen blodlegemer i forhold til den
opprinnelige mengden fullblod i kapilleerrgrene. Hematokrittverdier ble bestemt for 165 av de
168 fiskene det ble tatt blodpragve av.

Umiddelbart etter at hver hematokrittprgve var malt, ble gjenveerende fullblod i
Eppendorfrarene sentrifugert i 3 minutter ved 13 400 rpm. Blodplasmafraksjonen i rgrene ble
sa pipettert over i 0,6 mL mikrosentrifugerar, fryst raskt ved hjelp av terris og lagret i en
superfryser ved —81 °C.

6.4.3 Bedring og overvaking

Etter utlgpt eksponeringstid, ble sju fisker fra hvert behandlingskar overfart til bedringskar for
studier av adferd, appetitt og overlevelse. Umiddelbart etter overfaringen ble fiskene foret med
sitt vante for eller reker. Dersom de ikke spiste, ble féringen gjentatt med cirka ti minutters
mellomrom og deretter med noen timers mellomrom utover ettermiddagen (naturlig lys) og
kvelden (kunstig lys). Tidspunkt for eventuelt gjenopptak av spising ble notert. Etter ett dagn i
bedringskarene, ble fiskene havet ut for veiing og maling. Deretter ble fiskene overfart til 500-
liters svarte, sirkulere overvakingskar for videre overvaking. Det ble benyttet to
overvakingskar for hvert behandlingsforsgk: ett kar til behandlede fisker og ett kar til
kontrollfisker. Karene ble rgktet daglig, og fiskene foret som tidligere. Fiskene ble fulgt opp i
overvakingskarene i én uke far behandlingsforsgkene ble avsluttet. Ved beregning av
dadelighet etter behandlingsforsgkene, ble selvdgde fisker og fisker som matte avlives,
inkludert, mens fisker som dgde fordi de hoppet ut av karene, ikke ble inkludert.
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7 Del ll: Resultater

7.1 Pilotforsgk med direkte ferskvann

Tabell 5 viser tidene for utholdenhet i ferskvann far «bikk» for fiskene i pilotforsgket med

direkte ferskvann.

Tabell 5. Tider for utholdenhet i ferskvann far «bikk» for fiskene i pilotforsgket med direkte ferskvann

Art Berggylte Bergnebb  Grgnngylte Rognkjeks
Temperatur (°C) 10,1 10.6 11.7 10,4
Oksygenmetning (%) 160 152 120 140
Fisk nr. Tid i ferskvann
1 00:03:32  00:03:31 00:06:44 02:00:00
2 00:14:35  00:03:45  00:06:44 02:00:00
3 00:16:29  00:04:29  00:46:59 02:00:00
4 00:16:46  00:05:01 01:01:51 02:00:00
5 00:21:08  00:05:17  01:09:12 02:00:00
6 00:26:09  00:05:19  01:16:38 02:00:00
7 00:27:30  00:07:37  01:17:24 02:00:00
3 00:27:37  00:09:31 01:24:24 02:00:00
9 00:28:32  00:14:04  01:35:45 02:00:00
10 00:30:54  00:18:24  02:00:00 02:00:00
11 00:41:41 - 02:00:00 -
12 02:00:00

Gjennomsnittstid 00:23:10  00:07:42 01:13:48 02:00:00

e De fem farste berggyltene som ble overfert fra behandlingskaret med ferskvann til
bedringskaret med sjgvann etter at de hadde bikket, kviknet til umiddelbart. De gvrige seks
berggyltene ble holdt noe lengre (¥2-1 minutt) i ferskvannet etter bikk og mange av dem
fortsatte a ligge pa siden ogsa etter at de var tilbakefart til sjgvann.

e Bergnebbene bikket relativt tidlig i ferskvannet, men kviknet raskt til etter tilbakefaring til
sjgvann.

e Grgnngyltene holdt generelt ut lenge far de bikket i ferskvannet, men brukte ogsa relativt
lang tid pa & kvikne til etter tilbakefering til sjevann. To av de benyttede granngyltene var
svake allerede for forsgket ble igangsatt. De bikket tidlig i ferskvannet og fortsatte a ligge
pa siden ogsa etter at de var tilbakefart til sjgvann. Disse granngyltene ble derfor erstattet
med to andre grenngylter som holdt ut hele behandlingstiden pa to timer i ferskvannet.

e Rognkjeksene sa ut til a tale ferskvannet godt og samtlige rognkjekser holdt ut hele
behandlingstiden. Rognkjeksene virket ogsa a vaere i god form etter tilbakefaring til
sjgvann, med unntak av to rognkjekser som tilsynelatende hadde problemer med balansen.

Tabell 6 viser dgdeligheten av fisker i pilotforsgket med direkte ferskvann.
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Tabell 6. Dadelighet av fisker i pilotforsgket med direkte ferskvann (n = 43).

Antall dede fisker etter behandlingen

Art Antall fisker i forsgket Dadelighet (%)

24 timer 1 uke
Berggylte 11 5 0 45
Bergnebb 10 0 0 0
Gronngylte 12 3 1* 33
Rognkjeks 10 0 1 10

* avlivet: ' liten fisk

Det var hgy dadelighet av gylter, lav dedelighet av rognkjekser og ingen dgdelighet av
bergnebber.

7.2 Berggylt og gradvis ferskvann

7.2.1 Under behandlingen

Under behandlingen oppholdt berggyltene seg for det meste pa karbunnen.
7.2.2 Blodparametre

Tabell 7 viser blodparameterverdier for berggyltene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket
med gradvis ferskvann.
Tabell 7. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for berggyltene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket med gradvis

ferskvann (n = 21). Students t-test og Mann-Whitneys U-test av verdiene for gradvis ferskvann-gruppen mot verdiene for
kontrollgruppen. ** p = 0,01 og *** p < 0,001.

Gruppe Hematokritt Kortisoll Glukose Laktat NatriumI Kalium Klorid |
(%) (ng mL™") (mmol L) (mgdL™) | (mmol L) | (mmol L) | (mmol L)
Nullkontroll 20+6 37T +38 - - 175 34 149
n=3) (n=2) n=3) (n=0) (n=0) (n=1) n=1) (n=1)
Kontroll 2245 236+129 24 2.5 1734 3.1+£05 147 £4
n=9) (n=9) n=9) n=1) (n=1) n=1T) n=T) (n=17)
Gradvis ferskvann 27 +7 502 +75 30+2.1 3004 146 + 32 28+£09 122 +£243
n=9) (n=8) in=7)" n=2) (n=2) in=4)" n=4) n=4)""
'1=48.U=00

For gradvis ferskvann-gruppen er den gjennomsnittlige kortisolkonsentrasjonen signifikant
hayere enn for kontrollgruppen, mens de gjennomsnittlige konsentrasjonene av natrium- og
Kloridioner er signifikant lavere enn for kontrollgruppen.
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7.2.3 Etter behandlingen
Etter behandlingen oppholdt berggyltene seg for det meste pa karbunnen. Bade behandlede
fisker og kontrollfisker spiste umiddelbart etter overfagringen til bedringskarene.

Det var ingen dgdelighet av berggylter i forsgket med gradvis ferskvann (Tabell 8)

Tabell 8. Dadelighet av berggylter i forsgket med gradvis ferskvann (n = 64).

Antall dade fisker etter

Behandling AI‘IT:d]l.f-]IE:kﬁl i Anm]lfn-:'.-f}fwdkede behandlingen Dadi]rlghel
torsphet tker 24 timer 1 uke (%)
Gradvis ferskvann 31 22 ] 0 0
Kontroll 33 21 0 0 0

7.3 Berggylt og hydrogenperoksid

7.3.1 Under behandlingen

Under behandlingen oppholdt berggyltene seg for det meste samlet pa karbunnen. Berggyltene
endret ofte posisjon, byttet plass eller svamte korte strekninger med lav hastighet. Noen av
fiskene i behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning hadde tilsynelatende hikke. Etter
hvert ble det en del ekskrementer som flgt pa vannoverflata i disse karene.

7.3.2 Blodparametre

Tabell 8 viser blodparameterverdier for berggyltene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket
med hydrogenperoksid.

Tabell 9. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for berggyltene det ble tatt fysiologiske pragver av i forsgket med
hydrogenperoksid (n = 21).

Gruppe Hematokritt Korlir;oll G]ukoscl Lukmtl Natrium K:lliumI Klorid |

(%) fngmL ) | (mmolL ') | imgdL ') | (mmolL ") | {mmol L") | (mmol L)
Nullkontroll 2341 39+£15 2502 7.9+£05 172+ 1 3.6+£02 146 £2
(n=13) n=3) (n=3) (n=2) n=2) (n=23) (n=3) in=3})
Kontroll 224 298 £172 | 3105 9.9+£49 171 £4 3.3+£08 1425
(n=9) (n="9) n=9) (n=25) (n=35) =7 (n=7) (n=7}
Hydrogenperoksid 25+4 264 +£70 - - 169 £2 33205 140+2
(n=19) in=9) (n=8) n=10) (n=10) (n=23) (n=15) (n=73}

Students t-test av de malte blodparameterverdiene, avdekket ingen signifikante forskijeller

mellom hydrogenperoksidgruppen og kontrollgruppen.
7.3.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen oppholdt bade behandlede fisker og kontrollfisker seg for det meste pa
karbunnen. Det var noe posisjonsoppretting, plasshytting og svemming. Det ble ogsa observert
snapping etter brystfinner og jaging. Noen av de behandlede fiskene hadde tilsynelatende hikke
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og enkelte respirerte rask. Berggylter fra begge gruppene spiste rekebiter umiddelbart etter
overfgring til bedringskarene. Det var ikke flytende ekskrementer i bedringskarene. Det var
ingen dadelighet av berggylter som faglge av behandlingen med hydrogenperoksid (Tabell 9).

Tabell 10. Dgdelighet av berggylter i forsgket med hydrogenperoksid (n = 63).

Antall dede fisker etter

Behandling Anm]l_ﬁsk—sr i Antall ox-f-.j-,rvukede behandlingen ngi]'lghet
forseket fisker . (%)
24 timer 1 uke
Hydrogenperoksid 30 21 0 0 0
Kontroll 33 21 0 1 5

7.4 Bergnebb og gradvis ferskvann

7.4.1 Under behandlingen

Under behandlingen svemte bergnebbene den farste tiden ganske raskt rundt i karene og frem
og tilbake langs karveggene, og romsterte rundt vanninntaksrgrene og ved kameraene. Etter
hvert la mange av fiskene seg pa karbunnen, mens gvrige fisker fortsatte & svemme rundt i
karene med moderat hastighet. Bergnebbene i kontrollbehandlingskarene var mer aktive enn
bergnebbene 1 behandlingskarene med brakkvann, og hos kontrollfiskene ble det observert
snapping etter brystfinner, jaging og én bergnebb som «rotet» i karbunnen med snuten.

7.4.2 Blodparametre

Tabell 10 viser blodparameterverdier for bergnebbene det ble tatt fysiologiske prever av i
forsgket med gradvis ferskvann.
Tabell 11. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for bergnebb det ble tatt fysiologiske prgver av i forsgket med gradvis

ferskvann (n = 21). Students t-test (og Mann-Whitneys U-test) av verdiene for gradvis ferskvann-gruppen mot verdiene for
kontrollgruppen. ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Gruppe Hematokritt Koliisoll G]ukoﬁel Lﬂktutl Natrium I(a]iumI Klorid |

(%) (ng mL ) (mmol L) | (mgdL ) | (mmol L) | (mmol L) | (mmol L)
Nullkontroll 260+6 104 + 32 2.6 29 179 £3 31+04 147 +6
(n=13) n=13) (n=13) n=1) n=1) n=2) (n=2) (n=2)
Kontroll 2314 394 4196 1.8+£0.2 23+£13 179 £3 3,2+05 143 £ 4
(n=9) (n=9) (n=9) m=4) n=4) (n=28) (n=8) (n=8)
Gradvis ferskvann 20+2 516 £ 215 56+£33 33+1.8 162 £5 2.6+04 127 £ 4

(n=9) (n= 9)"! (n=9) (n=6) (n=06) (n= gy n=9)" (n= 9}“-4

l4=38:%1=79:%1=3.0:"r=84

For gradvis ferskvann-gruppen er den gjennomsnittlige hematokrittverdien signifikant hgyere
enn for kontrollgruppen, mens de gjennomsnittlige konsentrasjonene av natrium-, kalium- og
kloridioner er signifikant lavere enn for kontrollgruppen.

7.4.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen svemte de fleste behandlede fisker og kontrollfisker rundt i karene med lav
eller moderat hastighet, mens noen fisker oppholdt seg pa karbunnen. De behandlede fiskene
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var mer aktive i bedringskarene enn i behandlingskarene. Hos kontrollfiskene ble det observert
snapping etter brystfinner og jaging. De behandlede fiskene spiste ikke umiddelbart etter
overfgring til bedringskarene, men kontrollfiskene spiste rekebiter.

Det var ingen dgdelighet av bergnebber som fglge av behandlingen med gradvis ferskvann
(Tabell 11).

Tabell 12. Dgdelighet av bergnebber i forsgket med gradvis ferskvann (n = 62).

Antall dede fisker etter

Behandling Anlﬂll.n!—;ker i Antall O\.."?:]'Vilkﬁ:dﬁ behandlingen Dadlerlflghel
forsgket fisker . (%)
24 timer 1 uke
Gradvis ferskvann 29 21 1" 1" 0
Kontroll 33 21 0 0 0

o hoppet ut av karet

7.5 Bergnebb og hydrogenperoksid
7.5.1 Under behandlingen

Under behandlingen svemte bergnebbene den farste tiden ganske raskt rundt i karene og frem
og tilbake langs karveggene. Noen av bergnebbene i behandlingskarene med hydrogen-
peroksidlgsning foretok spurter i horisontal retning, mens andre hadde utbrudd opp til
vannoverflata og brgt denne. Etter hvert svemte bade bergnebbene i behandlingskarene med
hydrogenperoksidlgsning og i kontrollbehandlingskarene saktere, og noen la seg i kortere eller
lengre perioder pa karbunnen. Bergnebbene i behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning
var generelt mer aktive enn bergnebbene i kontrollbehandlingskarene.

7.5.2 Blodparametre

Tabell 12 viser blodparameterverdier for bergnebbene det ble tatt fysiologiske prever av i
forsgket med hydrogenperoksid.
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Tabell 13. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for bergnebbene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket med
hydrogenperoksid (n = 21). Students t-test av verdiene for hydrogenperoksidgruppen mot verdiene for kontrollgruppen. ** p <
0,01.

Gruppe Hematokritt Konisoll G]ukosel Lﬂktntl Natrium Ka]iumI Klorid |

(96) (ng mL™") (mmol L) | (mgdL") [ (mmol L") | (mmol L) | (mmol L)
Nullkontroll 27T +1 685 £ 375 - - 172 £6 32403 134 1
(n=13) (n=13) (n=13) (n=0) (n=0) (n=3) (n=3) (n=3)
Kontroll 28+4 511 £139 1.7 1.7 178 +4 30+03 139+ 8
(n=9) (n=9) (n=8)" m=1) (n=1) (n=8)° n=8)" (n=8)
Hydrogenperoksid 235 7232129 2403 5,2+£22 181 £4 3405 146 £6
(n=19) n=9) n=8"" (n=2) (n=2) (n=218) (n=8) (n=28)

1

t=3,2
¥ To av plasmaprovene fra kontrollgruppen ble ved en feiltagelse blandet etter maling av hematokritt. Den
blandede prgven ble deretter delt i to prgver som ble analysert hver for seg. [ den statistiske analysen ble
gjennomsnittsverdien av de to provene behandlet som én prave.

For hydrogenperoksidgruppen er den gjennomsnittlige kortisolkonsentrasjonen signifikant
hayere enn for kontrollgruppen.

7.5.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen var det noen bergnebber som oppholdt seg pa karbunnen, noen som svemte
sakte rundt i karene og noen som romsterte ved kameraene. De behandlede bergnebbene var
mindre aktive i bedringskarene enn i behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning. Bade
behandlede fisker og kontrollfisker spiste umiddelbart etter overfaring til bedringskarene.

Det var ingen dgdelighet av bergnebber som falge av behandlingen med hydrogenperoksid
(Tabell 13)

Tabell 14. Dgdelighet av bergnebber i forsgket med hydrogenperoksid (n = 57).

Antall dede fisker etter

Behandling Antall fisker 1 Antall overvakede behandlingen Dadi{lghet
= forsoket fisker . = (%)
24 timer 1 uke
Hydrogenperoksid 30 21 0 0 0
Kontroll 27 15 0 1" 0

. hoppet ut av karet.

7.6 Grgnngylte og gradvis ferskvann
7.6.1 Under behandlingen

Under behandlingen romsterte granngyltene ved kameraene far de la seg samlet pa karbunnen.
Det var noe posisjonsoppretting, plassbytting og svemming med lav hastighet. | ett av
behandlingkarene med brakkvann ble det observert jaging. Granngyltene reagerte sterkt pa
personer ved karene og sgkte skjul ved kameraet.
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7.6.2 Blodparametre

Tabell 15 viser blodparameterverdier for grenngyltene det ble tatt fysiologiske praver av i
forsgket med gradvis ferskvann.
Tabell 15. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for grenngyltene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket med gradvis

ferskvann (n = 21). Students t-test, og for hematokritt GLM ANCOVA med kroppsvekt som kovariat, av verdiene for gradvis
ferskvann-gruppen mot verdiene for kontrollgruppen. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Gruppe Hematokritt ]{onisoll G]ukosel Lﬂkt:ltl Natrium Ka]iuml Klorid |

(%) (ng mL™") (mmol L) | (mgdL."") | (mmol L") | (mmol L) | {(mmol L)
Nullkontroll 28 +4 153 +£112 5 5 175£0 29407 148 £6
(n=13) (n=3) (n=3) (m=0) (n=0) (n=2) (n=2) n=2)
Kontroll 2043 249 + 201 22405 52+19 177 £2 25+03 148 £7
n=9 n=19) (n=9) (n=25) (n=235) n=15) (n=15) n=35)
Gradvis ferskvann 3345 640 + 180 0.0 23 162 +4 25403 144 £5
(n=9) (n=9)"? (n=5"" (n=1)" m=1) n=3"" (n=13) (n=73)

l4=22.F=46:1=36.%1=77

For gradvis ferskvann-gruppen er den gjennomsnittlige hematokrittverdien signifikant hgyere
enn for Kkontrollgruppen og uavhengig av kroppsvekt. Den gjennomsnittlige
kortisolkonsentrasjonen er ogsa signifikant hgyere enn for kontrollgruppen. De
gjennomsnittlige konsentrasjonene av glukose og natriumioner er signifikant lavere for gradvis
ferskvann-gruppen enn for kontrollgruppen, men i gradvis ferskvann-gruppen er det kun én
glukoseprave.

7.6.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen romsterte grenngyltene ved kameraene far de la seg samlet pa karbunnen. |
kontrollbedringskarene ble det observert jaging. De behandlede fiskene spiste ikke umiddelbart
etter overfaring til bedringskarene, men kontrollfiskene spiste rekebiter. Det var ingen betydelig
forskjell i dedelighet mellom behandlede fisker og kontrollfisker i forsgket med gradvis
ferskvann. (Tabell 16).

Tabell 16. Dgdelighet av grgnngylter i forsgket med gradvis ferskvann (n = 63).

Antall dede fisker etter

Behandling An;a]-l. f']:km i Anta]lf?vl.f}? vakede behandlingen ngfi.l-lfha
EpEt 1sker 24 timer 1 uke "
Gradvis ferskvann 30 21 0 1* 5
Kontroll 33 21 0 0 0

*avlivet
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7.7 Grgnngylte og hydrogenperoksid

7.7.1 Under behandlingen

Under behandlingen svemte granngyltene den ferste tiden mye rundt i karene med lav hastighet
og romsterte ved kameraene. Etter hvert ble grenngyltene mindre aktive og |a for det meste
samlet pa karbunnen. | ett av kontrollbehandlingskarene svemte én grgnngylte tidvis sidelengs
og virket syk. Grgnngyltene reagerte sterkt pa personer ved karene og sgkte skjul ved
kameraene.

7.7.2 Blodparametre

Tabell 17 viser blodparameterverdier for grenngyltene det ble tatt fysiologiske praver av i
forsgket med hydrogenperoksid.
Tabell 17. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for grenngyltene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket med

hydrogenperoksid (n = 21). Students t-test (og Mann-Whitneys U-test og for hematokritt GLM ANCOVA med kroppsvekt som
kovariat) av verdiene for hydrogenperoksidgruppen mot verdiene for kontrollgruppen. * p < 0,05; ** p < 0,01.

Gruppe Hematokritt Kortiﬁoll G]ukoﬁel LaklutI Natrium ](ﬂliumI Klorid
(%) (ngmL™) (mmol L) (mg dL™) (mmol L) (mmol L) (mmol L.7°)
Nullkontroll 20+ 4 397 £ 137 2,5 82 180+3 30+£03 163+5
(n=73) (n=73) (n=23) n=1) n=1) (n=13) (n=73) (n=13)
Kontroll 24+ 8 138 +94 35 6.7 178 2.7 163
(n=9) (n=28) (n=T) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
Hydrogenperoksid 28+3 338 £133 24+03 54+20 184 £ 11 30+08 169 £ 14
n=9) n=9) (n=8)" (n=4"" (n=135) n=4) n=4) (n=4)
'1=33

For hydrogenperoksidgruppen er den gjennomsnittlige kortisolkonsentrasjonen signifikant
hayere enn for kontrollgruppen. Den gjennomsnittlige glukosekonsentrasjonen er signifikant
lavere enn for kontrollgruppen, men det er kun én verdi i kontrollgruppen.

7.7.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen oppholdt grenngyltene seg for det meste pa karbunnen, ofte i skjul bak
hverandre eller kameraene. Noen grgnngylter svemte sakte rundt i karene og romsterte ved
kameraene. Blant kontrollfiskene ble det observert jaging. Hverken de behandlede fiskene eller
kontrollfiskene spiste umiddelbart etter overfering til bedringskarene, men kontrollfiskene
begynte & spise tidligere enn de behandlede fiskene. Det var ingen dadelighet av grenngylter
som fglge av behandlingen med hydrogenperoksid (Tabell 18).

Tabell 18. Dgdelighet av grenngylter i forsgket med hydrogenperoksid (n = 64).

Antall dede fisker etter

Behandling Antall fisker 1 Antall overvakede behandlingen Drzldil'lghet
= forseket fisker . = ()
24 timer 1 uke
Hydrogenperoksid 30 21 0 0 0
Kontroll 34 22 1 1 9
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7.8 Rognkjeks og direkte ferskvann

7.8.1 Under behandlingen

Under behandlingen svamte de fleste rognkjeksene den farste tiden ganske raskt rundt i karene.
Noen av rognkjeksene i behandlingskarene med ferskvann svemte oppetter karveggene og like
under vannoverflata. Deretter festet de fleste rognkjeksene seg pa karbunnen og karveggene
bade i behandlingskarene med ferskvann og i kontrollbehandlingskarene. | behandlingskarene
med ferskvann la noen fisker seg til ulike tidspunkt pa siden pa karbunnen, enkelte ganger
avvekslet av sidelengs svemming. Rognkjeksene i behandlingskarene med ferskvann
hypersekreterte slim, og det hang slimtrader fra finnene og beinknutene til flere av
rognkjeksene. Det var en stadig gkende slimmengde i karene, og etter behandlingen var
ferskvannet sa fullt av slim at den finmaskede haven nesten tetnet.

7.8.2 Blodparametre

Tabell 19 viser blodparameterverdier for rognkjeksene det ble tatt fysiologiske praver av i

forsgket med direkte ferskvann.

Tabell 19. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for rognkjeksene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket med direkte
ferskvann (n = 21). Students t-test og Mann-Whitney U-test av verdiene for direkte ferskvann-gruppen mot verdiene for
kontrollgruppen. *** p < 0,001.

Gruppe He matokritt Kortisoll G]ukosel Laktat Natrium Kalium Klorid
(%) (ng mL™") (mmol L™) | (mgdL™") | (mmol L") | (mmol L") | (mmol L)

Nullkontroll 16+£3 16 +13 1,3+0.1 17+£23 166 +4 44402 149 +5

(n=13) (n=3) (n=13) (n=2) (n=12) (n=3) (n=3) (n=3)

Kontroll 193 536 1,602 08+08 162 17 40x+1.1 144+ 16

(n=9) n=9) n=9) (n=T) n=T) (n=9) (n=9) n=9)

Direkte ferskvann 264 91 £29 - - 139 £5 4107 116 6

(n=9) n=9"" (n=9"" (n=10) (n=0) n=6)" (n==6) (n=6"
1=44:,°U=15."U=60

For direkte ferskvann-gruppen var den gjennomsnittlige hematokrittverdien og

kortisolkonsentrasjonen signifikant hgyere enn for kontrollgruppen, mens de gjennomsnittlige
konsentrasjonene av natrium- og kloridioner var signifikant lavere enn for kontrollgruppen.

7.8.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen festet noen rognkjekser seg pa karbunnen eller karveggene, mens andre
svemte sakte rundt i karene. De behandlede fiskene virket medtatte, mens kontrollfiskene var
mer aktive og oppvakte. Det hang slimtrader fra finnene og beinknutene til enkelte av de
behandlede fiskene, og minst tre av de behandlede fiskene 1a pa siden pa karbunnen. Verken de
behandlede fiskene eller kontrollfiskene spiste pelleter umiddelbart etter overfering til
bedringskarene, men kontrollfiskene gjenopptok spising raskere enn de behandlede fiskene.
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Det var en betydelig forskjell i dgdelighet mellom behandlede fisker og kontrollfisker i forsgket
med direkte ferskvann (Tabell 20).

Tabell 20. Dgdelighet av rognkjekser i forsgket med direkte ferskvann (n = 62).

Antall dede fisker etter

Behandling Anttul-].ﬂ;ker i Ant:ll]f?':f:rvfikede behandlingen Dadi]fighel
orsgket 1SKer 24 timer 1 uke (%)
Direkte ferskvann 30 21 0 10° 48
Kontroll 32 20 0 0 0

# : u
11 rognkjekser etter atte dager.

7.9 Rognkjeks og hydrogenperoksid

7.9.1 Under behandlingen

Under behandlingen svamte rognkjeksene den ferste tiden ganske raskt rundt i karene og
romsterte ved kameraene. Noen av rognkjeksene i behandlingskarene med hydrogenperoksid-
lasning foretok spurter. Etter hvert avtok svemmehastigheten, og noen av rognkjeksene i
behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning og de fleste rognkjeksene i kontroll-
behandlingskarene festet seg p& karbunnen og karveggene. En av rognkjeksene i ett av
behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning hadde en tendens til a bikke nar den tidvis la
seg pa karbunnen. Like far det var gatt 20 minutter, ble den liggende pa siden pa karbunnen og
respirere  kraftig. Rognkjeksene i behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning
hypersekreterte slim, men ikke like mye som i forsgket med direkte ferskvann.

7.9.2 Blodparametre

Tabell 21 viser blodparameterverdier for rognkjeksene det ble tatt fysiologiske pragver av i
forsgket med hydrogenperoksid.

Tabell 21. Blodparameterverdier (gjennomsnitt + SD) for rognkjeksene det ble tatt fysiologiske praver av i forsgket med
hydrogenperoksid (n = 21).

Gruppe Hematokritt Kortisol Glukose Laktat Natrium Kalium Klorid
PP (%) (ng mL™") | (mmol L") (mg dL7Y) | (mmol LY (mmol L") (mmol L")

Nullkontroll 17£3 39127 0,600 1.1x£14 176 £ 8 442006 1553
(n=73) n=3) (m=3) (n=2) (n=2) (n=13) (n=13) (n=13)
Kontroll 20+3 52416 1.5+02 21+03 170 +£2 42408 148 + 2
n=9) n=19) (n=9) (n=4) (n=4) (n=06) (n=6) (n=16)
Hydrogenperoksid 19+3 56 +£23 1.2+00 15+02 172 +£3 47206 146 + 4
(m=19) m=9) (m=9) (n=2) (n=2) (n=135) (n=235) (n=23)

Students t-test av de malte blodparameterverdiene, avdekket ingen signifikante forskijeller
mellom hydrogenperoksidgruppen og kontrollgruppen.
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7.9.3 Etter behandlingen

Etter behandlingen svemte rognkjeksene den farste tiden med ganske lav hastighet rundt i
karene og romsterte ved kameraene. Deretter festet de seg pa karbunnen eller utenfor
kameraenes synsfelt. De behandlede fiskene var mer aktive enn kontrollfiskene. En av de
behandlede fiskene 1a fortsatt pa siden pa karbunnen og respirerte kraftig. Noen av de
behandlede fiskene hadde slimklumper hengende fra finner og beinknuter, og det var slimfiller
i vannet. Hverken behandlede fisker eller kontrollfisker spiste pelleter umiddelbart etter
overfaring til bedringskarene, men kontrollfiskene begynte a spise tidligere enn de behandlede
fiskene. Det var ingen betydelig forskjell i dedelighet mellom behandlede fisker og
kontrollfisker i forsgket med hydrogenperoksid (Tabell 22).

Tabell 22. Dgdelighet av rognkjekser i forsgket med hydrogenperoksid (n = 46).

Antall dede fisker etter

Behandling Antall fisker i Antall overvakede behandlingen Drzldelilghet
= forsgket fisker . = (%)
24 timer 1 uke
Hydrogenperoksid 25 16 1 1° 13
Kontroll 21 9 0 0 0

% avlivet.
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8 Del II: Diskusjon

8.1 Pilotforsgk

| pilotforsgket hvor alle de fire rensefiskartene ble overfert direkte til ferskvann, holdt
berggyltene og bergnebbene i gjennomsnitt ut kortest tid i ferskvannet far bikk. Grenngyltene
holdt ut noe lengre, mens rognkjeksene holdt ut hele behandlingsperioden pa 2 timer. Siden de
fleste fisker har en fysiologisk saltholdighet pa S = 9 og fa fisker er isoosmotiske med vannet
de lever i, vil det som regel veere osmotiske gradienter over fiskenes permeable overflater
(hovedsakelig gjellene). I sjgvann er fiskene hypoosmotiske sammenliknet med omgivelsene,
noe som farer til at fiskene passivt dehydreres (Bone & Moore 2008). For & kompensere for
dette, drikker fiskene sjgvann. | tarmene foregar det et aktivt opptak av ioner slik at
vannmolekyler kan absorberes over tarmveggene, hvorpa de absorberte ionene skilles ut ved
aktiv transport over gjellene (Na*og ClI-) og nyrene (Mg*, Ca?* og SO4%). | ferskvann er fiskene
hyperosmotiske sammenliknet med omgivelsene, og fiskene ma derfor kompensere for en
osmotisk drevet innfluks av vann samtidig som de mister ioner til omgivelsene over gjellene
(Bone & Moore 2008). Dette reguleres blant annet ved ekskresjon av store mengder fortynnet
urin, bevaring av ioner og et aktivt opptak av ioner over gjeller og tarmer. At rognkjeksene
holdt ut lengre enn leppefiskene i ferskvannet i pilotforsgket, kan muligens ha sammenheng
med at rognkjeks har klumpete kroppsfasong, tykk hud og relativt sma gjeller, noe som kan
tenkes a redusere osmotisk fluks. De undersgkte rensefiskenes geografiske utbredelse
(Quignard & Pras 1986, Pethon 1998) indikerer ogsa at rognkjeks har bedre toleranse enn
leppefisker for lavsaltholdighetsvann, ettersom rognkjeks for eksempel forekommer i
@stersjgen hvor vannet er brakt og sted-/tidvis har svert lav saltholdighet (Samuelsson 1996).

Noen dager etter pilotforsgket utviklet det seg finnerate pad flere av grgnngyltene i
overvakingskaret. Finnerate forarsakes av opportunistiske bakterier som Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Tenacibaculum spp. og Vibrio spp. som florerer i alle akvatiske miljger
(Mahoney et al. 1973, Khan et al. 1981, Nilsen et al. 2014). Utviklingen av finnerate kan vare
et tegn pa at granngyltenes immunforsvar var svekket. Etter pilotforsgket var det hgy dgdelighet
av berggylter (45 %) og grenngylter (33 %), lav dagdelighet av rognkjekser (10 %) og ingen
dadelighet av bergnebber. To av grgnngyltene som dgde etter pilotforsgket, var svake allerede
far forsgket ble igangsatt.

8.2 Direkte ferskvann

Pa grunnlag av resultatene fra pilotforsgket, ble behandling med direkte ferskvann kun testet pa
rognkjeks.

8.2.1 Adferd i behandlingskar

Under behandlingen med direkte ferskvann, festet de fleste rognkjeksene seg pa karbunnen og
karveggene, mens enkelte la seg pa siden pa karbunnen og hadde tydeligvis problemer.
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Rognkjeksene i behandlingskarene med ferskvann hypersekreterte slim, muligens som fglge av
hydrering av det sjgvannsstabile slimlaget (Roberts & Powell 2003, Roberts & Powell 2008).
Slim inneholder polyanioniske glykoproteiner som har hgy bindingsaffinitet for divalente
kationer (Zuchelkowski et al. 1985, Gupta 1989). Slimets fysiske karakteristikker er derfor
sterkt avhengige av ionesammensetningen i behandlingsvannet (Gupta 1989). | vann med lav
konsentrasjon av kationer, kan slimet bli mer hydrert og dermed mindre viskast. Dette kan fare
til at slimet renner av fiskene og at de derfor produserer mer slim. @kt sekresjon av slim kan
bidra til & fjerne parasitter som P. perurans (Powell & Perry 1997, Zilberg & Munday 2000,
Roberts & Powell 2003). Pa den annen side kan en forstyrrelse av slimlaget gjgre fiskene mer
utsatte for infeksjoner en tid etter behandling, fordi slimlaget utgjer en farstebarriere mot
inntrenging av patogener fra miljget.

8.2.2 Blodparametre

Den gjennomsnittlige hematokrittverdien og kortisolkonsentrasjonen i blodplasma var
signifikant hgyere hos behandlede fisker enn hos kontrollfisker, mens de gjennomsnittlige
konsentrasjonene av natrium- og kloridioner var signifikant lavere. For marine fisker vil en
overgang fra sjgvann til lavsaltholdighetsvann kreve en osmoregulatorisk omstilling. Dersom
fiskene ikke er i stand til en slik omstilling, vil det forventes at de far problemer som falge av
en osmotisk drevet innfluks av vann og en utfluks av ioner. Stressinduserte gkninger i
respirasjonsfrekvens, blodstram og gjellepermeabilitet (Pickering 1981, Bonga 1997, lwama
1998, Mommsen et al. 1999) kan gke disse fluksene ytterligere. De signifikant hgyere kortisol-
og lavere ionekonsentrasjonene hos behandlede fisker enn hos kontrollfisker, kan tyde pa at
ferskvannsbehandlingen stresset fiskene og forstyrret fiskenes ionebalanse.

En rekke forsgk har vist at akutt stress gker hematokrittverdien hos fisker (Soivio & Oikari
1976, Wells et al. 1984, Biron & Benfey 1994, Suski et al. 2007, Olsen et al. 2008). En gkning
i hematokrittverdi kan veere en strategi for a gke blodets kapasitet til & frakte oksygen under
forhold hvor energibehovet er stort (Eslamloo et al. 2014). Hos mange fisker kontraherer milten
under akutt stress (Pearson & Stevens 1991, Bonga 1997, Ruane et al. 2000). Dette frigjar
blodlegemer ut i sirkulasjonen og kan forklare gkningen i hematokrittverdi. En gkning i
hematokrittverdi kan ogsa skyldes en gkning i intracelluleer og/eller en reduksjon i
ekstracelluleer veeskemengde (Milligan & Wood 1982). For marine fisker i ferskvann forventes
en innfluks av vann a fare til en gkning i bade intracelluler og ekstracelluler vaeskemengde.
Det er uvisst hva slags utslag dette eventuelt har gitt pa hematokrittverdiene i denne studien,
men det kan ha hatt betydning ettersom det bare var signifikante forskjeller i hematokrittverdier
mellom behandlede fisker og kontrollfisker i ferskvannsbehandlingene og ikke i
hydrogenperoksidbehandlingene.

8.2.3 Adferd og appetitt i bedringskar

| bedringskarene etter behandlingen virket de ferskvannsbehandlede fiskene medtatte,
menskontrollfiskene var mer aktive og oppvakte. Hverken de behandlede fiskene eller
kontrollfiskene spiste umiddelbart etter overfering til bedringskarene, men kontrollfiskene
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begynte a spise tidligere enn de behandlede fiskene. Undertrykt appetitt er en vanlig
observasjon hos fisker som fglge av stress (McCormick et al. 1998, Bernier & Craig 2005,
Bernier 2006, Pankhurst et al. 2008) og kan skyldes CRH-relaterte peptider med anoreksigen
effekt (Bernier & Peter 2001, Crespi & Denver 2004). Kortisol er ogsa rapportert a undertrykke
appetitt (Bernier 2006). Den manglende appetitten etter behandlingen kan derfor tyde pa at
rognkjekser i begge gruppene ble stresset av a bli overfert mellom kar, men at
ferskvannsbehandlingen péferte de behandlede fiskene ekstra stress. Dette stemmer overens
med blodparameterverdiene.

8.2.4 Dgdelighet

Dgdeligheten av rognkjeks innen én uke etter behandlingen var svaert hgy (48 % mot 0 % i
kontrollgruppen). Dette var overraskende ettersom rognkjeksene i pilotforsgket sa ut til & tale
tilsvarende behandling godt. Arsaken til de inkonsekvente resultatene er ukjent.

8.3 Gradvis ferskvann
Behandling med gradvis ferskvann ble kun testet pa leppefisk.
8.3.1 Adferd i behandlingskar

Under behandlingen med gradvis ferskvann, & berggyltene hovedsakelig pa karbunnen bade i
behandlingskarene med brakkvann og i kontrollbehandlingskarene med sjgvann, og det ble ikke
observert adferdsendringer blant disse fiskene. For bergnebb og granngylt sa det imidlertid ut
til at fiskene i behandlingskarene med brakkvann ble mindre aktive og hvilte mer pa karbunnen
enn kontrollfiskene etter hvert som saltholdigheten ble redusert. Tilsvarende adferdsendring er
tidligere observert hos torsk ved redusert saltholdighet (Odense et al. 1966). Adferdsendringer
er et dyrs farstelinjeforsvar mot miljgforandringer, predatorer og sosiale konflikter, og kan veere
sensitive indikatorer pa biokjemiske og fysiologiske endringer som falge av stress (Beitinger
1990, Scherer 1992, Schreck et al. 1997, Gytre 2004). A holde seg i ro kan veere en god strategi
for marine fisker i lavsaltholdighetsvann, fordi fysisk aktivitet vil fare til gkt oksygenbehov,
hjertefrekvens og respirasjonsfrekvens, som igjen vil gke det osmotiske tapet over gjellene.

8.3.2 Blodparametre

De gjennomsnittlige hematokrittverdiene var hgyere hos behandlede fisker enn hos
kontrollfisker, signifikant hayere for bergnebb og granngylt, men ikke for berggylt. De hgyere
hematokrittverdiene kan skyldes de samme forholdene som i behandlingsforsgket med
rognkjeks og direkte ferskvann. De gjennomsnittlige kortisolkonsentrasjonene i blodplasma var
ogsa hgyere hos behandlede fisker enn hos kontrollfisker, signifikant hayere for berggylt og
grenngylt. @kningen var ikke signifikant for bergnebb, men det kan ha sammenheng med at
kortisolkonsentrasjonene for bergnebb var hgye bade hos behandlede fisker og hos
kontrollfisker i forhold til hos nullkontrollene. De hgye kortisolkonsentrasjonene antyder at
leppefiskene var stresset i behandlingskarene med lav saltholdighet. Leclercq et al. (2014)
utsatte juvenile, oppdrettede berggylter for ett minutts lufteksponering og fant at
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kortisolkonsentrasjonene i blodplasma gkte fra 60,8 £ 5,5 ng mLtil 284,3 + 26,7 ng mLetter
30 minutter. Disse konsentrasjonene er i overensstemmelse med de gjennomsnittlige
konsentrasjonene hos nullkontrollene (37 £ 38 ng mL) og kontrollene (236 + 129 ng mL*) av
berggylter i denne studien, men lavere enn malt hos de behandlede berggyltene (gjennomsnittlig
502 + 75 ng mL). Kortisolkonsentrasjoner er imidlertid pavirket av en rekke modifiserende
faktorer og kan variere intraspesifikt (Woodward & Strange 1987, Pottinger et al. 1992,
Pottinger & Moran 1993, Tort et al. 2001), noe som vanskeliggjgr sammenlikninger.

For grgnngylte var den gjennomsnittlige glukosekonsentrasjonen i blodplasma signifikant
lavere hos behandlede fisker enn hos kontrollfisker, men ettersom det kun var én glukoseprgve
fra behandlede fisker, kan dette resultatet veere tilfeldig. Stress farer til flere energikrevende
prosesser, og glukose fungerer som et lett tilgjengelig energisubstrat for a dekke det gkte
energibehovet i vev som hjerne, gjeller og muskler. Under en stressrespons vil stresshormoner
som adrenalin og kortisol initiere sekundere fysiologiske responser som blant annet gker
glukoseproduksjonen gjennom glykogenolyse og glukoneogenese og farer til at
konsentrasjonen av glukose i sirkulasjonen gker (Wendt & Saunders 1973, Wedemeyer et al.
1990, lwama 1998). For samtlige av leppefiskartene var det signifikant lavere gjennomsnittlige
konsentrasjoner av én eller flere av de malte ionene (natrium, kalium og klorid) i blodplasma
hos behandlede fisker enn hos kontrollfisker. De lavere konsentrasjonene indikerer at
behandlingen forstyrret leppefiskenes ionebalanse.

8.3.3 Adferd og appetitt i bedringskar

Etter overfering til bedringskarene, var adferden hos de behandlede leppefiskene tilsvarende
som hos de respektive kontrollfiskene. Hos berggyltene startet spiseaktiviteten opp umiddelbart
bade hos behandlede fisker og kontrollfisker. Dette var noe overraskende ettersom
blodparameterverdiene antydet at de behandlede fiskene var mer stresset enn kontrollfiskene.
Behandlede bergnebber og granngylter hadde ikke appetitt umiddelbart etter overfaringen, men
kontrollfiskene spiste. Dette kan skyldes stress i forbindelse med behandlingen og/eller at de
behandlede fiskene trengte noe tid pa osmoregulatorisk omstilling tilbake til sjgvann.

8.3.4 Dgdelighet

Etter behandlingen med gradvis ferskvann, matte én av de behandlede grenngyltene avlives.
Grgnngylten ble funnet sideliggende i overvakingskaret to dager etter behandlingen, uten at det
tidligere var observert kliniske sykdomstegn eller spesielle problemer som fglge av
behandlingen hos denne fisken. For gvrig var det ingen dgdelighet av behandlede fisker eller
kontrollfisker. Behandling med gradvis ferskvann ble ikke testet pa rognkjeks. Rognkjeks var
imidlertid den av de undersgkte rensefiskartene som best taklet en overgang til direkte
ferskvann i pilotforsgket. Ved behandling av laks og kohabiterende rensefisker (deriblant
rognkjekser) med gradvis tilsetting av ferskvann i presenningkledte sjgmerder ved
forskningsstasjonen hgsten 2014, ble det ikke registrert noen dgdelighet av kohabiterende
rensefisker. Det virker derfor rimelig a anta at ogsa rognkjeks taler behandling med gradvis
ferskvann.
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Figur 19. Ferskvannsbehandling av laks og kohabiterende rensefisker ved Havforskningsinstituttets Forskningsstasjon,
Austevoll 27.10.2014. Foto: Lene Moltumyr

8.4 Hydrogenperoksid
8.4.1 Adferd i behandlingskar

Under behandlingen med hydrogenperoksid Ia berggyltene hovedsakelig pa karbunnen bade i
behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning og i kontrollbehandlingskarene. Hos
bergnebb og rognkjeks ble det observert spurter i horisontal retning like etter overfaring til
behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning, og noen bergnebber hadde utbrudd opp til
vannoverflata og brgt denne. Slik adferd kan tyde pa ubehag ved & veare i
hydrogenperoksidlgsningen. Hydrogenperoksid danner hydroksylradikaler («OH) som
mellomprodukter fgr dissosiasjon til vann og oksygengass. Hydroksylradikalene er sterkt
oksiderende og hgyt reaktive og kan forarsake skade pa fiskenes hud, gyne og gjeller (Kiemer
& Black 1997, Powell & Perry 1997, Hyttergd et al. 2017). Hos samtlige arter med unntak av
bergnebb, var fiskene i behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning generelt mer aktive
enn fiskene i kontrollbehandlingskarene. En av rognkjeksene ble etter hvert liggende pé siden
pa karbunnen, noe som kan vere et tegn pa overdosering (Akzo Nobel 2016).

Bade under og etter behandlingen med hydrogenperoksid ble det observert «hikke» hos noen
av de behandlede berggyltene. Dette kan ha veert reaksjoner i svelg eller tegn pa gjelleirritasjon.
| behandlingskarene med berggylter og hydrogenperoksidlgsning ble det etter hvert en del
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ekskrementer som flgt pa vannoverflata. Videoene viste at ekskrementene forst la seg pa
karbunnen, men flgt opp til vannoverflata etter & ha ligget et par minutter i
hydrogenperoksidlgsningen. Hydrogenperoksidlgsningen trekker trolig inn i ekskrementene pa
samme mate som vann. Under innflytelse av en katalysator, spaltes hydrogenperoksid til vann
og oksygengass. Dersom dette skjer pa overflata av eller inni ekskrementene, kan det muligens
dannes gassbobler som gir ekskrementene oppdrift. Slike gassbobler er funnet i lakselus (seerlig
i tarmen) under avlusing med hydrogenperoksid (Horsberg 2000). Rognkjeksene i
behandlingskarene med hydrogenperoksidlgsning hypersekreterte slim, men ikke like mye som
i behandlingskarene med ferskvann. Hydrogenperoksid har patofysiologiske effekter pa
gjellevev hos fisker (Kiemer & Black 1997, Hyttered et al. 2017) og kan forarsake
gjelleirritasjon og stimulere slimsekresjon (Powell & Perry 1997). Hydrogenperoksid kan ogsa
degradere glykoproteinene i slimet (Creeth et al. 1983, Cooper et al. 1985).

8.4.2 Blodparametre

Hos behandlede bergnebber og grenngylter var de gjennomsnittlige konsentrasjonene av
kortisol i blodplasma signifikant hgyere enn hos kontrollfisker, noe som antyder at fiskene var
mer stresset i hydrogenperoksidlgsningen enn i sjgvann. For grenngylter var i tillegg den
gjennomsnittlige blodplasmakonsentrasjonen av glukose signifikant lavere hos behandlede
fisker enn hos kontrollfisker. Dette resultatet kan veere tilfeldig fordi det kun var én
glukoseprgve i kontrollgruppen. For berggylt ble det ikke funnet noen signifikante forskjeller i
blodparameterverdier mellom behandlede fisker og kontrollfisker. De gjennomsnittlige
konsentrasjonene av kortisol i blodplasma hos behandlede fisker (264 = 70 ng mL?) og
kontrollfisker (298 + 172 ng mL-*) var betydelig hgyere enn hos nullkontrollene (39 + 15 ng
mL). Heller ikke for rognkjeks ble det ikke funnet noen signifikante forskjeller i
blodparameterverdier mellom behandlede fisker og kontrollfisker. Det kan tenkes at noen av de
malte blodparametrene ikke er egnede stressindikatorer for rognkjeks. Rognkjeksene hadde
gjennomgaende lavere gjennomsnittlige verdier for hematokritt, lavere gjennomsnittlige
konsentrasjoner av kortisol, glukose og laktat, og hgyere gjennomsnittlige konsentrasjoner av
kaliumioner enn leppefiskene bade i behandlingsforsgkene med ferskvann og
hydrogenperoksid. En annen mulighet er at rognkjeksenes tykke hud og sma gjeller gjgr dem
relativt motstandsdyktige overfor hydrogenperoksid. At én av rognkjeksene etter hvert ble
liggende pa siden pa karbunnen i ett av behandlingskarene, indikerer imidlertid at rognkjeksene
ikke var upavirkede av & vare i hydrogenperoksidlgsningen.

At det i forsgkene med hydrogenperoksid ikke var noen signifikante forskjeller i
blodplasmakonsentrasjonene av malte ioner mellom behandlede fisker og kontrollfisker, kan
indikere at hydrogenperoksidlgsningen ikke forarsaket alvorlige skader pa hud og gjeller. Slike
skader ville i sjgvann kunne ha forarsaket gkt utfluks av vann og gkt innfluks av ioner. En
histologisk undersgkelse av de innsamlede vevspragvene, ville kunne ha pavist eventuelle
skader.
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8.4.3 Adferd og appetitt i bedringskar

Etter behandlingen med hydrogenperoksid, hadde de behandlede leppefiskene tilsvarende
adferd i bedringskarene som kontrollfiskene av respektiv art. De behandlede rognkjeksene var
imidlertid mer aktive enn kontrollfiskene, og én av de behandlede rognkjeksene la fremdeles
pa siden pa karbunnen. Tegn til uro er en vanlig bivirkning hos fisker etter behandling med
hydrogenperoksid (Akzo Nobel 2016). Etter overfgring av berggylter og bergnebber til
bedringskarene, hadde bade behandlede fisker og kontrollfisker appetitt umiddelbart. Hos
grgnngyltene og rognkjeksene spiste hverken de behandlede fiskene eller kontrollfiskene
umiddelbart etter overfering til bedringskarene, men kontrollfiskene begynte & spise tidligere
enn de behandlede fiskene. Dette tyder pa at granngyltene og rognkjeksene ble stresset av a bli
overfart mellom kar, og at behandlingen pafarte fiskene en tilleggsbelastning. Darlig appetitt
er en vanlig bivirkning etter behandling med hydrogenperoksid (Akzo Nobel 2016).

8.4.4 Dgdelighet

Behandling med hydrogenperoksid farte til at én rognkjeks dede og at én rognkjeks matte
avlives. Rognkjeksen som dgde, ble darlig i hydrogenperoksidlgsningen under behandlingen
og ble deretter liggende pa siden pa karbunnen og respirere kraftig til den dgde dagen etter.
Rognkjeksen som matte avlives, ble funnet sideliggende i overvakingskaret tre dager etter
behandlingen. Denne fisken var liten (kroppsvekt: 5,1 gram; kroppslengde: 5,4 cm;
kondisjonsfaktor: 3,2). For gvrig var det ingen dgdelighet av behandlede fisker. Fiskers
toleranse for badebehandlinger avhenger av vanntemperatur, konsentrasjon av
behandlingsmiddel og eksponeringstid (Johnson et al. 1993, Thomassen 1993, Kiemer & Black
1997, Rach et al. 1997, Gaikowski et al. 1999, Powell & Clark 2004, Hyttergd et al. 2017).
Ved bruk av hydrogenperoksid, er vanntemperatur spesielt viktig fordi hydrogenperoksid har
liten sikkerhetsmargin mellom terapeutisk og skadelig dose som blir mindre med gkende
vanntemperatur (Thomassen 1993, Bruno & Raynard 1994, Rach et al. 1997).
Hydrogenperoksid ma brukes med forsiktighet ved vanntemperaturer mellom 14 og 18 °C, og

skal ikke brukes ved vanntemperaturer = 18 °C (Akzo Nobel 2016). Nar det gjelder

konsentrasjon og eksponeringstid, fant Hytterad et al. (2017) at bade eksponering for
hydrogenperoksidkonsentrasjoner over 1 400 ppm og behandling med hydrogenperoksid i mer
enn 20 minutter ga negative effekter pa laks, serlig ved vanntemperaturer over 12 °C. De
anbefalte derfor en konsentrasjon pa 1 200 ppm aktiv substans og en maksimal eksponeringstid
pa 20 minutter ved bruk av hydrogenperoksid til behandling av laks mot AGD. Rensefiskene i
denne studien ble handtert skansomt og hadde anledning til & ligge uforstyrret pa karbunnen og
hente seg inn etter behandlingene. Under badebehandlinger av fisker i merder og brannbater,
oppstar det en rekke stressfulle situasjoner og risiko for mekanisk skade og skadelige endringer
i vannkvalitet. Stress, skader og andre fysiologiske belastninger vil kunne svekke fiskene og
gjere dem mer mottakelige for patogener i noe tid etter behandlingene. Dette er det viktig a ta
hensyn til for & bedre rensefiskenes overlevelse, helse og velferd i forbindelse med
badebehandlinger i kommersielle oppdrettsanlegg.
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9 Del ll: Konklusjon

Hovedfunnene i studien var:

o Verken berggylt, bergnebb eller granngylt talte direkte overfaring til ferskvann med
pafalgende 2 timers opphold i ferskvannet (S < 0,5; T ~ 12 °C). For rognkjeks var
resultatene ikke entydige.

e Alle de undersgkte leppefiskartene talte 2 timers gradvis reduksjon i saltholdighet med
péafglgende 2 timers opphold i lavsaltholdighetsvann (S = 2,4-3,0%; T ~ 12 °C), men
fiskene ble stresset og fikk redusert konsentrasjon av ioner i blodplasma. (Denne
behandlingen ble ikke testet pa rognkjeks.)

e Alle de undersgkte rensefiskartene talte et 20 minutters opphold i hydrogenperoksidlgsning
(c = 1 500 ppm aktiv substans; T ~ 12 °C), men fiskene ble stresset og viste tegn pa
aversjon og irritasjon.

Pa bakgrunn av disse resultatene, frarades behandling av de undersgkte rensefiskartene med
direkte ferskvann. Resultatene viser imidlertid at de undersgkte leppefiskartene kan behandles
med gradvis ferskvann og at alle de undersgkte rensefiskartene kan behandles med
hydrogenperoksid. Siden ferskvann er vist & ha bedre behandlingseffekt mot AGD enn
hydrogenperoksid for laks (Hyttergd et al. 2017), anbefales behandling med gradvis ferskvann
fremfor behandling med hydrogenperoksid, serlig ved vanntemperaturer over 12—-14 °C hvor
hydrogenperoksid har liten sikkerhetsmargin mellom terapeutisk og skadelig dose.

Det er behov for mer kunnskap om hvordan faktorer som starrelse, utviklingsstadie, alder, helse
og ernaringsmessig status pavirker rensefiskenes toleranse for ferskvanns- og hydrogen-
peroksidbehandlinger. Det trengs ogsa kunnskap om hva som er optimal eksponeringstid og
saltholdighet/hydrogenperoksidkonsentrasjon i forhold til effekt og fiskevelferd ved behandling
mot AGD. Behandling med brakkvann og lang eksponeringstid (Dahle 2015, Karlsbakk 2015,
Hytterad et al. 2017) er et alternativ som bgr undersgkes narmere. Ettersom gjentatte
behandlinger kan veere ngdvendig ved tilbakefall eller ny smitte, bgr det ogsa undersgkes
hvordan antall behandlinger og intervallene mellom dem pavirker rensefiskene.
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11 Appendix

Al: Adferdsobservasjoner ved bruk av kamera i merd. Tre kameraer ble plassert pa ulike dyp. BG: berggylt; RK: Rognkjeks;
GG: Grgnngylt; BN: Bergnebb

Dato  Dagnr. Tidspunkt Merd Kamera Tid (timer) Total filmtid

BG/RK 15.sep 13 1300-1600 16D 3 2 6
BN/GG-1 22.sep 20 0900-1300 3A 3 3 9
RK/BN 23.sep 21 1030-1400 1D 3 3,5 10,5
BG/BN 24.sep 22 1000-1330 16B 3 35 10,5
BN/GG -2 25.sep 23 1300-1500 5B 3 2 6
BG/GG 26.sep 24 1300-1430 13D 3 15 4,5
RK/GG 29.sep 27 1000-1300 13A 3 3 9
BG/RK 30.sep 28 1030-1330 4D 3 3 9

Totalt timer film 64,5

A2: Adferdsobservasjoner ved bruk av antenner i merd. 4 antenner ble plassert pa ulike dyp.

Merd Tid fra Tid til Dagnr. Timer Registreringer  Fisk
BN/GG 6A 11 sept kil 1100 12 sept kI 12 9-10 25 2356 5BN +9 GG
GG 6B 12 sept kl 1300 16 sept kl 915 10-14 92 24771 23 GG
RKI/GG 5C 16 sept ki 930 19 sept kI 930 14-17 72 8167 11 GG + 12 RK
BN 6D 19 sept ki 1300 22septkl 930 17-20 68 3116 12 BN
BG 6C 22 sept kI 1000 23septkl 0700 20-21 21 1837 17 BG
BG-2 6C 25 sept kI 1330 26 septkl 1300 23-24 24 3600 21 BG
BN/GG 5B 26 sep kl 1340 29septkl 930  24-27 68 3456 2BN +8 GG
BN 5A 29 sept kl 1000 30septkl 1030 27-28 24 803 18 BN
RK/GG-2 5C 30 sept kl 1100 1 okt kl 1225 28-29 25 762 8 GG + 8 RK

Totalt 419 48868 122
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A3. Histogram som viser fordeling av antall lus og gjennomsnitt som rad vertikal linje i de ulike behandlingene for stadiene preadulte og

voksne hunnlus
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