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Dette prosjektet skal overvike og koordinere arbeidet med domestisering av torsk, kveite og
hyse. En domestiseringsprosess vil raskere utnytte det potensialet de marine artene har i
akvakultur. I en domestiseringsprosess er det viktig a ha et bredt grunnlag for utvelgelse, en
genetisk oversikt over stamdyrene og deres avkom. En forutsetning for en domestiseringsprosess
er at vi behersker reproduksjon og produksjon av avkom sa godt at vi vet at det er genetiske og
ikke miljomessige faktorer vi maler pa. Det vil derfor vere litt ulikt med hensyn pé art hvor
innsatsen ber ligge ved oppstarting av denne prosessen. For kveite vil mye av innsatsen vere
konsentrert om reproduksjon, for torsk kartlegging av stammer/stammeegenskaper, for hyse
oppbygging av stamfiskbestand og kartlegging av egenskaper.

I dette prosjektet inngar ogsa oppformering av genetisk merket torsk til bruk i oppdrett og
forskning, samt kartlegging av torskeparasitter.

Delprosjekt 140701: Domestisering av torsk

Aktivitet 1 2002

Prosjektet startet opp 1 ar og formalet er genetisk karakterisering av kysttorsk stammer og
sammenligning av vekstegenskaper i kultur. Forutsetningen for det videre arbeid i prosjektet var
at en fikk samlet inn tilstrekkelig antall vill stamfisk fra ulike lokaliteter for bruk 1
sammenliknende studier 1 2003 og 2004. Arbeidet i 2002 har derfor i stor grad blitt preget av stort
feltaktivitet / toktvirksomhet. Her har en satset pa innsamling av levende stamtorsk samtidig som
det er samlet inn et provematerialet for genetisk karakterisering av utvalgte stammer langs
kysten. Provetaking pa den innsamlede stamfisken ble sterkt forskjovet pd grunn av haye
sjotemperaturer, og de genetiske analysene har derfor blitt noe utsatt.

I juni ble det ogsé utarbeidet en seknad til NFR, hvor mikrosatelitt DNA identifisering av
familiegrupper av torsk stod sentralt ( ’The use of microsatellite DNA profiling to evaluate
performance traits for single families and selected strains of cod”). I den forbindelse er det ogsé
etablert samarbeid med Fiskeriforsk 1 Tromse og University of Sterling i Skottland.

Resultater

Genetisk karakterisering av torskestammer

Undersegkelsene ble gjennomfert med “Fangst” 1 mars og april. De nordligste provene
(gytepraver) var fra Porsangerfjorden og den serligste fra Tresfjord i Romsdalen. I tillegg ble det
tatt praver pd G.O. Sars 1 Lofoten. Til sammen er det samlet inn ca. 1200. Hemoglobin analysene



ble gjennomfert pa ferske prever under de to toktene. Vevsenzymer (allozymer) er analyser ved
laboratoriet 1 Bergen, hvor det ogsa er ekstrahert DNA fra alle prover.

Innsamling av stamtorsk

Stamfisk ble samlet inn under tokt med Fangst i mars /april. Ved hjelp av innleid snurrevad fartoy
ble det fanget inn ca. 400 torsk fra Porsangerfjorden / Magereysundet. Disse ble overfort til
anlegg i Hammerfest for oppbevaring inntil transport serover til Hordaland. Fra Hereoy omradet
ble det kjopt inn ca 170 vill stamtorsk som var fanget med ruser i et avgrenset omradet. Denne
fisken ble fraktet serover med “Fangst” og fisken overfort til anlegget i Parisvatnet. 1 @ygarden
er det ogsd gjennomfort et fiske med sikte pd stamtorsk. Omtrent 80 fisk er fra denne regionen.
Fisken fra Porsangerfjord ble fraktet serover til Bergen med "M.Sars” i begynnelsen av juli og
overfort til Parisvatnet, hvor all stamtorsk na gar samlet. De hoye temperaturene i sommer har
fort til en storre avgang av fisk enn forventet. Det ble derfor samlet inn supplerende stamtorsk fra
Tysfjord 1 oktober ("Fangst™). All potensiell stamfisk ble gjennomgétt i slutten av november og
241 blir nd vurdert for de planlagte forsekene i 2003.

Genetisk merket torsk

Resultatene fra utsettingene i PUSH programmet viste at innslaget av genetisk merket torsk var
hayest 1 Heimarkspollen i Austevoll. Det ble derfor satt i1 gang et rusefisk (hesten 2001) med sikte
pa innsamling av stamfisk som basis for en etablering av en ny genetisk merket stamtorsk. Dette
fisket forsatte 1 2003, og det ble fanget inn 161 fisk, vesentlig smé fisk. Analysene viste at ingen
av disse var genetisk merket, og det var overraskende lav frekvens (0,03) av marker genet i det
innsamlete materialet. Dette forte ogsa til en gjennomgang av dataene pa genetisk merket torsk 1
de to andre utsettingsomrddene Masfjorden og @Qygarden. Det samme nedgangen i frekvens av
marker genet ble observert ogsa her.

Ved gjennomgang av eksisterende stamtorsk materialet i Parisvatnet, ble det funnet et mindre
antall hunn- og hannfisk som var genetisk merket. Pa basis av disse ble det satt opp bade pose og
karforsgk for & produsere en ny generasjon genetisk merket torsk. Bdde pose og kar forsek hadde
rimelig hog overleving av yngel. Det har dessverre vert storre dedelighet enn ventet ved de haye
sommer temperaturene. Fisken blir nd merket (PIT) og prevetaking skal gjennomfoeres nar fisken
er stor nok
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fremveksten av torskeoppdrett. Notat til Fiskeridepartementet, juni 2002.
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Delprosjekt140702: Torskelus

Torskelus: skaffe insikt i livssyklus og skadepotensiale for lus pa torsk, da med spesiell fokus pa
Caligus curtus.

Livssyklusen til C. curtus er beskrevet av Heergaard 1947. Resultatene her avviker fra det som er
beskrevet hos andre arter i slekten Caligus og gode beskrivelser/tegninger av de forskjellige
stadiene mangler.

Livssyklus, resultater si langt:

Klekking av egg i stillestdende vann gav et svert en svert darlig klekking og overlevelse frem til
infektivt stadium. Vi har derfor utviklet et klekkesystem med kontinuerlig flow som gir langt
bedre resultater.

Vi har smittet fisk og delvis gjennomfert livvsyklus ved 10°C. Fisk ble samplet hver dag, og lus
ble mélt og fiksert. S& langt har vi funnet 8 stadier (tabell 1). Kort tid etter skallskifte til preadult
forsvant lusen fra fisken og vi fikk derfor ikke avklart med sikkerhet om det forekommer flere
stadier for det adulte stadium.

En adult hunn m. eggstrenger i genitalsegmentet har vokst opp i labben, og denne hadde samme
storrelse som hunner i modergenerasjonen. Sterrelsen pa denne tilsier at det ikke er flere stadier
mellom preadult og adult, men flere observasjoner er nedvendig for & kunne si noe med
sikkerhet.

Hanner er vanligvis en smule sterre enn hunner, men noen hannlus skiller seg ut ved a vaere
enormt store (ikke observert i laboratoriet). Disse skiller seg sdpass mye i storrelse fra de andre
hannlusene at det virker sansynlig at det kan forekomme et ekstra skallskifte hos hanner
(eventuelt bare hos enkelte hanner). Ulikt antall stadier for hanner og hunner er beskrevet
tidligere hos medlemmer av slekten Caligus, og dette er et tema som skal undersgkes narmere.

Tabell 1 C. curtus: storrelse og varighet av ulike stadier.

Stadium Lengde (mm)(min-max) Varighet (dager)
Naupliel * *
Nauplie2 * *



Copepoditt (fri) * *
Copepoditt (pé fisk) 1,0 (0,9-1,1) 8
Chalimus1 1,4 (1,3-1,6) 5
Chalimus2 2,6 (2,2-3,0) 6
Chalimus3 4,2 (3,6-4,6) 7
Preadult 6,1 (5,6-6,4) **
Adult mangler data

*) Ikke gjennomfert, separat forsek utfert i stillestdende vann pa klimarom 10°C mislykkes.
**) Disse forsvant fra fisken kort tid etter skallskifte, kan ikke beregne varighet.

Remningsproblemet:

Der lite lus pa fisken langs vestlandet og det har vart vanskelig & skaffe tilstrekkelig materiale til
forsekene. Fisk som blir satt i merd mister raskt sine lus, og skal en fa tak i de fa lusene som
finnes mé en vaere med nér fisken fanges. Lusen forsvinner ogsa raskt fra fisk i kar og vi har
derfor ogsé hatt et problem med a holde lus pa fisk i laboratoriet.

Hvorfor forsvinner lusen? Vi har en hypotese om at C. curtus flytter seg oftere mellom verter enn
lakselusen. Er det stor tetthet av fisk blir den raskt spist nar den befinner seg i vannet (en sil pa
utlopsvannet bekrefter at lusen ikke tar den veien ut av karet).

Forsok med oppbevaring av lus pa fisk i et stort kar (5x1x1 m®) med bunnen dekket av stein og
blaskjell var vellykket. I et annet forsgk ble tre fisk med lus flyttet fra et kar med 10 fisk til
separate kar, like for lusene nadde preadult stadium. Kort etter skallskifte forsvant lusen raskt fra
karet med flere fisk, mens den ble pé fisken og utviklet seg til adult stadium 1 en-fisk karene. Vi
mener na vi har funnet en mate a holde lusen pa fisken til den nar adult stadium. Stikkord er fa og
store fisk, samt substrat pa bunn der lusen kan skjule seg nir den ikke er pé fisken, eller
eventuellt ha en fisk i separate kar.

Det er knapt funnet hannlus blandt lusen som er dyrket fram. Blandt de preadulte er det aldri
observert hanner, og kun to adulte hannlus er funnet pa fisk (i basenget ute). Disse ble funnet pa 2
fisk som 10 dager tidligere var renset for lus og satt uti igjen. Dette tyder pé at hannlusen har
befunnet seg fritt i basenget og sa hoppet pa fisken igjen. Grunnen til at sa fa hanner er observert,
er antageligvis at hanner er mer villig til & bevege seg mellom verter enn hunner.

Identifisering av stadier:
De ulike stadier har distinkte storrelsesintervaller og kan enkelt og entydig identifiseres ut fra
lengde (tabell 1).

Chalimus 1-3 stadiene benytter samme filament gjennom skallskiftene. En attachment node”
limes pa proximalt pé filamentet for hvert skallskifte, og stadium kan identifiseres ved a telle
antall noder. Chalimus 1 har 1 node, chalimus 2 har 2 noder osv.

Samme filament benyttes ogsé ved skallskifte til preadult stadium. Lusen henger da 1-2 dager i
filamentet etter skallskifte (da med 4 noder) intill skallet er herdet og ekstremitetene er harde nok

til & gi feste pa fisken til et liv uten filament.

Fig 1. Bildet viser copepoditt, chalimus 1-3, og en preadult m. filamentet fremdeles festet.



@ Lars Hamre

Videre arbeid:

-Varighet av nauplie og copepoditt stadier ved 10°C (pagér).

-Hvilken temparatur er optimal for utviklingen av C. curtus? Livssyklus pa 5°C er snart
gjiennomfort (dog med svert fa fisk og lus). Klekkesuksess og utviklingstid vurderes.
-En ngye beskrivelse de ulike stadier skal gjennomferes (sdvidt pabegynt).

-Vev fra smittet fisk er fixert og histologiske undersegkelser skal foretaes.

-Smitteforsek med haye konsentrasjoner av lus for & vurdere skadepotensiale.



Delprosjekt 140703: Innsamling og testing av genetisk merket torsk, samt styrke
stamfiskbestanden av hyse.

Bakgrunn:

Utvalg av egenprodusert stamfisk har til ni vaert basert pa enkle kriterier som overlevelse og vekst.
Dette har sannsynligvis fort til at den egenproduserte stamfisken i dag stammer fra en liten gruppe

foreldre (kun en hunn?). Et av de viktigste mal for prosjektet vil vere en kartlegging av stamfisken
for om mulig detektere, og dermed hindre fremtidig innavl i produksjonen.

All stamfisk vil bli genotypet for & skaffe en oversikt over tilstanden til dagens stamfisk bestand.
Disse dataene vil kunne gi informasjon om mulig innavl innen den stamfisken vi i dag bruker. All
fremtidig stamfisk matte gd gjennom den samme screeningen for den kan brukes som stamfisk.

Mal:

1. Skaffe kontroll over mulig innavl innen dagens og fremtidig stamfisk for alle artene.
2. Kartlegge allerede produsert fisk med tanke pd familietilherighet.

3. Kontrollere overlevelse av avkom i forskjellige faser av produksjonen.

4. Identifisere familiegrupper i forbindelse med kvantitative karakterer.

Milepzeler
2002 Kartlegge all stamfisk og avkom
Aktiviteter 1 2002

I tillegg til torsk og hyse har vi ogsa kartlagt kveitebestanden innenfor prosjektet.

For alle arter gjelder folgende:

Det ble tatt finneklipp av all tilgjengelig stamfisk. Denne ble lagt direkte pa torris, og fraktet eller
sendt til Bergen, hvor den blir oppbevart ved —80 grader til DNA ekstraheres ved bruk av sékalt
Quiagen kit. Alle individer er deretter analysert ved hjelp av et sett med mikrosatellitt primere, og
allelene er scoret i Genotyper. Allelene er overfort fra Genotyper til excel-ark hvor dataene er
formatert til bruk 1 forskjellige statisktiske analyseverktoy.

For slektskaps analyser er det benyttet et program kalt KINSHIP. Dette programmet beregner
slektskapet mellom hvert enkelt individ.

Analyser av stamfisk kveite
Totalt ble det tatt prover av 93 stamfisk. 86 er analysert for variasjon i 10 forskjellige loci. De
resterende vil bli analysert i lopet av januar.

Resultatene viser at det dessverre er en god del fisk som sannsynligvis stammer fra samme foreldre
par i tidligere produksjon, og at disse ikke ma krysses med hverandre i fremtidig produksjon.

Det er i ferd med & bli produsert et ”Krysningsskjema” som kan brukes for &4 unnga & sette opp
krysninger mellom stamfisk som er nart beslektet.



Analyser av stamfisk torsk
Totalt ble det tatt prover av 80 stamfisk. Alle er analysert for variasjon 1 4 forskjellige loci.

Analyser av stamfisk hyse

Totalt ble det tatt prover av 12 stamfisk. Denne bestanden er senere supplert med flere stamfisk,
men disse er ikke med i denne forste analysen. Alle individene er analysert for variasjon i 4
forskjellige loci.

Maloppnéelse 1 forhold til seknad

Vi har genotypet all tilgjengelig stamfisk, men det har ikke blitt gjort noen genotyping av avkom i
ar. Dette skyldes delvis at vi har hatt mange og uforutsette problemer med sekvenseringsmaskinen,
som igjen har fort til at antall analyser totalt i ar ikke har vaert som forventet. Dette er imidlertid
rettet og vi kjerer nd optimalt.

Vi har konstatert at det er stor genetisk likhet (slektskap) mellom individene i stamfiskbesetningen
av kveite, og dette ma det taes hensyn til ved stryking i 2003.

Prosjektet har tydeligvis gitt oss et forsprang nr det gjelder denne typen analyser av marine arter i
oppdrett, ettersom det har kommet inn to uavhengige henvendelser fra private firma om a gjore
genotyping av stamfisken deres.

Delprosjekt 140704, 2002: Reproduksjon kveite

Klargjere prinsipper for vellykket eggproduksjon hos kveite med fokus pd familievariasjon
(genetiske, maternale og paternale effekter) og forskjovet gytetidspunkt. DNA- fingerprinting vil bli
brukt for & studere relativ overlevelse av egg fra ulike hunnfisk, eller egg fra samme porsjon, men
befruktet med sperm fra ulike hannfisk.

For domestisering av nye oppdrettsarter er god kjennskap til artenes reproduksjonsbiologi og -
fysiologi avgjerende, for a sikre stabil produksjon av gameter. Torsk, hyse og kveite byr alle pd
forskjellige utfordringer nar det gjelder reproduksjon. Kveite er den av de tre som kanskje har
veert mest problematisk sa langt, og variabel eggkvalitet og eggproduksjon er et stort, og
voksende, problem for kveitenaringen. Med dagens problematiske stamfisksituasjon er det svaert
vanskelig & skille maternale effekter pa utvikling og overlevelse fra genetiske og miljomessige.
For 4 lose problemet mé en legge innsatser pa flere forskningsomrader — bade stamfiskernaring,
fysiologi og atferd er viktige felt hvor ekt kunnskap vil bidra til en mer stabil reproduksjon.
Kveitenaringen baserer seg 1 dag pa stryking av stamfisk, og for & fa best mulig kvalitet pa



eggene er tett oppfelging av hunfisken i forhold til individuell ovulasjonsrytme nedvendig. Selv
om systemer for naturlig gyting i kveite er enskelige pé sikt, vil et faglig forsvarlig oppsett vere
svert kostbart og kreve store ressurser bade i form av karinstallasjoner, fisk og ikke minst
spesialkompetanse innenfor skjeringsfeltet mellom atferd, fysiologi og endokrinologi. Naturlig
gyting har vaert observert ved noen anlegg, men arbeidet som er gjort har vart usystematisk og
forstéelsen for de bakomliggende regulerende mekanismer og stimuli er fortsatt liten. Egg fra
naturlig gytende kveite har dessuten vist seg mer utsatt for bakterieinfeksjoner enn strokne egg.
Det mangler imidlertid fortsatt gode metoder for & evaluere modningsstatus og gametkvalitet. De
metoder som blir brukt i dag er ikke tilstrekkelig neyaktige og det er stort behov for & forbedre
disse.

Rundt tiden for ovulasjon er et antal faktorer identifiserte i ovariene hos fisk (Berndtson and
Goetz, 1988; 1990, Bobe and Goetz, 2000a; 2000b, Cetta and Goetz, 1982, Coffman and Goetez
1998; Coffman et al, 2000, Garzcynski and Goetz, 1997, Hajnik et al, 1998) . Blant disse finner
vi m. a. proteiner som er aktive ved syntese av steroidhormon (for eksempel StAR, steroidigenic
acute regulatory protein), for & gjere eggene befruktningsdyktige og proteiner som sansynligvis
har en rolle ved overmodning og resorpsjon av egg (for eksempel en tumernekrose-faktor). Ved &
studere opp- respektive nedregulering av disse faktorene vil vi kunne fa et bilde av den
molekylare reguleringen av ovulasjon og overmodning.

Folgende forskningsaktiviter er er tenkt gjennomfert i prosjektperioden:

1. For & kunne studere ekspresjon av flere faktorer samtidig, og samspillet mellom disse, er det
planlagt a utvikle microarrays for ulike stadier. I et microarray-system blir cDNA-prober laget og
plassert pa en mikrochip som blir analysert. En slik chip kan teoretisk fa plass til tusenvis av
cDNA-prober og gir altsd mulighet for & studere ekspresjon av mange gener samtidig i en liten
prove. Vanligvis vil en lage chips med mellom 10 og 100 prober, noe som fortsatt gir mulighet a
studere samspill mellom mange interessante faktorer. For & gjore dette er det forst nedvendig
med identifisering via kloning og sekvensering av genene for de ulike stadie-spesifikke faktorene.
Ved a ta 1 bruk stadie-spesifikke cDNA-bibliotek og subtraktiv hybridisering (Diatchenko et al,
1996) er dette arbeide pabegynt og StAR er blitt klonet fra torskeovarier. Arbeidet vil videreferes
pa kveite.

2. Effekt av stryketidspunkt og lagring av egg pa befruktning. Ovulerte egg vil bli holdt i
definerte inkubasjonslgsninger og befruktning registrert ved bestemte tidsintervall. Effekt av
stryketidspunkt 1 forhold til ovulasjon vil bli undersgkt, liksom effekter av proteaser,
proteaseinhibitorer og andre faktorer som kan pdvirke eggenes fertilitet. Ovarievaskens
sammensetning vil bli analysert ved ulike stryketidspunkter.

3. Studier av maternale/paternale effekter pa viabilitet og utvikling hos kveitelarver. DNA-
fingerprinting vil bli brukt for & studere relativ overlevelse av egg fra ulik hunfisk, eller egg fra
samme porsjon men befruktet med sperm fra ulik hanfisk, og inkubert i det samme systemet.
Mikrosatellitter vil bli mangfoldiget fra meget sma vevsfragment ved hjelp av PCR. De
resulterende fragmenter vil bli separert, storrelsesbestemt og alleler scoret med automatisk
sekvenseringsmaskin. Det er utviklet minst 10 primerere for kveite, med mellom 2 og 22 alleler.
Det store antallet alleler gjor at det kan vaere mulig & sikkert identifisere avkom fra minst 50-60
ulike familier, basert pa 3-4 ulike set med primere.



Relativ overlevelse vil bli sammenlignet med befruktningsprosent og andre relevante
eggkvalitetskriterier. Spermkvalitet kan karakteriseres ved databasert spermanalyse (CASA).

4. For a teste eggkvalitet fra ulike foreldrefisker, vil 48 egg fra hver porsjon bli inkubert i NUNC-
brett. Eggene vil bli kontrollert hver dag og dedelighet, klekkesuksess, klekkeforlep, overlevelse
pa dag 1 etter klekking samt antall normalt utviklede larver vil bli registrert. Dette er det basale
malet pa eggkvalitet. I en videreforing kan grupper av larver bli testet 1
atferdsobservasjonssystemet pa Austevoll.
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