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1. Sammendrag
Dette prosjektet hadde som hovedmal & undersgke hvordan diettniva av fosfor (P) i ferskvann og
sjevann pavirket beinhelse hos oppdrettslaks, med hovedfokus pa kombinasjonseffekter mellom
niva i fersk- og sjgvann samt effekt av temperatur i sjgvann. For & studere dette ble 3 grams laks
gitt lav (LP), medium (MP) og hgy (HP) diett ved 13 °C frem til sjgvannsoverfgring (100 g), og
deretter gitt samme nivaer i sjgvann med full “crossover” (ni grupper: LP-LP, LP-MP, LP-HP,
MP-LP, MP-MP, MP-HP, HP-LP, HP-MP, HP-HP, representert som "ferskvannsdiett” —
sjgvannsdiett”) i sjgvann ved 16 °C. | tillegg ble det holdt fisk ved 10 °C sjgvann som gikk fra LP
til LP (LP-LP) og HP til HP (HP-HP).

Foringsperioden gikk fram til 500 gram. Deretter ble fisken holdt ved 8 °C frem til 4 kg. Ved
avslutning av foringsperioden (500 g) var fisken som var holdt i sjgvann ved 16 °C, starre enn
fisken som ble holdt ved 10 °C. Da forsgket ble avsluttet (4 kg), var imidlertid fisken holdt ved 10
°C frem til 500 g starst. Dette kan settes i sammenheng med at fisk holdt ved 16 °C utviklet mer
katarakt enn fisk holdt ved 10 °C. Det var sammenheng mellom gkende diett P-niva i ferskvann og
mineralinnhold i bein ved avslutning av féringsperioden, mens diettniva i sjgvann og temperatur
hadde liten effekt. Forsgket viser at P-behovet for normal mineralisering av laks i ferskvann er
dekket ved 0,75 % lgselig P, mens diettniva pa 0,45 % lgselig P er utilstrekkelig.

Diettforskjellene var mindre tydelig etter overfaring til sjg, men resultatene indikerer at for til
laksesmolt bar inneholde mer enn 0,5 % lgselig P for a sikre normal vekst og mineralisering under
varierende miljg og oppdrettsbetingelser. Nar det gjaldt innslaget av fisk med radiologiske
virveldeformasjoner, var det diett P-niva i ferskvann som hadde starst effekt; gkt P gav lavere
innslag av deformert fisk. Dette kan skyldes at LP-dietten brukt i sjgvann hadde mer lgselig P enn
LP-dietten som ble brukt i ferskvann (5,0 vs. 4,5 g kg™).

Angaende temperatur sa var det liten effekt pa innslaget av fisk med radiologiske
virveldeformasjoner. Men temperatur viste en langtidseffekt pa hvor alvorlige deformasjonene ble;
ved avslutning av forsgket (4 kg) var det betydelig mer fisk med alvorlige deformasjoner blant fisk
holdt ved 16 °C enn 10 °C. Dette var ogsa gjenspeilt i innslaget av fisk med ytre synlige
ryggradsdeformasjoner ved 4 kg (LP-LP 10°C: 20 % vs. LP-LP 16 °C: 59 %, HP-HP 10°C: 13 %
vs. HP-HP 16 °C: 24 %). Det var generelt mye fisk med bindevevsvekst rundt ryggraden som gav
problemer med bindevev i filet ved filetering. Det var en klar positiv sammenheng mellom andel
fisk med filetskade og alvorlige radiologiske virveldeformasjoner, unntatt for LP-LP 16 °C-
gruppen, som hadde relativt mindre filetskader i forhold til alvorlige deformasjoner sammenlignet
med de andre gruppene. Histopatologiske analyser viste at det ble dannet ektopisk brusk ved
vekstsonene i virvler med lavt mineralinnhold. Med tiden kunne dette fare til at alt vevet mellom
virvelen (normalt notochord vev) ble erstattet med brusk, og en pafglgende pavekst av bindevev
som trengte inn i muskulaturen rundt virvelsgylen og skadet denne.

Ved 16 °C gav HP i sjgvann redusert innslag av modne hanner ved avslutning av forsgket (4 kg),
dersom fisken var gitt LP (LP-LP 26,4 % vs. LP-HP 7,6 %) eller MP (MP-LP 23,2 % vs. MP-HP
3,5 %) i ferskvann. HP i sjgvann viste ikke denne effekten dersom fisken var gitt HP i ferskvann.
Det var ingen modne fisk ved slutt blant fisk holdt ved 10 °C.



Som et tillegg i prosjektet undersgkte vi innslaget av radiologiske virveldeformasjoner hos villaks
fanget i Figgjoelva, en elv som renner ut i samme region som fosforforsgket ble gjennomfart.
Undersgkelsen viste at innslaget av fisk med én eller flere deformerte ryggvirvler var omtrent likt
hos villaksen som hos gruppen med minst deformasjoner i P-forsgket (HP-HP 10 °C), men at
deformasjonene var mye mer alvorlige hos forsgksfisken sammenlignet med villfiskene. Blant fisk
med radiologiske deformasjoner var gjennomsnittlig antall deformerte virvler 1,7 hos villaksen,
mens det var 9,0 hos gruppen med minste deformasjoner (HP-HP 10 °C) og 18,9 hos gruppen med
mest deformasjoner (LP-LP 16 °C) i forsgket.

Resultatene fra prosjektet viser tydelig at diett P-niva pavirker viktige velferds-, nedklassings- og
reklamasjonsrelaterte faktorer som virvelsgyledeformasjoner, bindevevsvekst i muskulatur og
kjgnnsmodning hos oppdrettslaks. Dette betyr at fokus pa optimal fosforernering vil vere
formalstjenlig for en positiv utvikling i norsk lakseoppdrett. Forsgket viser at det er serlig viktig a
sikre god P-forsyning til laks i ferskvann. Det bgr nevnes at nivaet av deformasjoner var relativt
heyt i alle gruppene, og at gkt temperatur i sjgvann gav mer alvorlige deformasjoner og mer
kjgnnsmodning.

Dette prosjektet var et samarbeid mellom Havforskningsinstituttet, Nofima, Universitetet i Ghent,
Skretting og Marine Harvest, og féringsforsgket ble utfart ved Lerang Forskningsstasjon i
Skretting ARC. Prosjektet ble finansiert av Fiskeri- og havbruksnaringens forskningsfond (FHF).



2.

Innledning

Ryggradsdeformasjoner er et betydelig problem i norsk lakseoppdrett (Fjelldal mfl. 2012a). Disse
deformasjonene gir i alvorlige tilfeller nedsatt vekst og velferd (Hansen mfl. 2010), nedklassing
ved slakt (Mitchie 2001) og problemer ved filetering (Sullivan mfl. 2007a). I tillegg har en del av
laksen som nar hgyeste kvalitetsgrad under slakting, sa alvorlige ryggradsdeformasjoner at det gir
nedklassing av filet eller problemer med reklamasjon fra kunden. Dette skyldes bindevev rundt
den deformerte ryggraden som infiltrerer muskulaturen (Haugarvoll mfl. 2010) og fglger med
fileten ved filetering (Sullivan mfl. 2007a). Til tross for at forekomsten av alvorlige tilfeller med
ytre synlige ryggradsforandringer opptrer mer sjeldent de senere ar, opplever en tilfeller med
kundeklager relatert til bruskpaleiringer pa filet, mest sannsynlig pga. forandringer i ryggsaylen.

Ved rgntgenologiske undersgkelser av slik fisk, der ytre synlige forandringer kan ligge pa rundt 10
%, finner en at > 95 % av populasjonen kan ha forandringer, hvorav > 65 % av alvorlig karakter. |
andre tilfeller, der tilfeldige fiskegrupper med lav forekomst av ytre forandringer (1-3 %)
undersgkes vha. rgntgen, har en observert forandringer i 10-80 % av fisken. Dette indikerer en
labil situasjon. Beinhelse hos oppdrettslaks kan ikke karakteriseres som god eller tilstrekkelig
under kontroll, og neeringen er ngdt til & sette inn ressurser for & avklare arsaksforhold og treffe
forebyggende tiltak (pers. komm., Olav Breck).

Tidligere forsgk har vist at diettniva av fosfor (Baeverfjord mfl. 1998; Fjelldal mfl. 2009),
temperatur (Ytteborg mfl. 2010; Grini mfl. 2011), vaksinasjon (Berg mfl. 2006; Aunsmo mfl.
2008), veksthastighet (Fjelldal mfl. 2006) og fotoperiode (Fjelldal mfl. 2005; 2012b; Wargelius
mfl. 2009) er viktige elementer i forstaelsen av hvorfor og nar deformasjoner oppstar hos
oppdrettslaks. Det er mye som tyder pa at bildet kan veere sammensatt, og at flere risikofaktorer
ma veere til stede for at deformasjoner skal oppsta (Fjelldal mfl. 2012a; 2012b). Fosforernzring
ser ut til & veere en svaert viktig faktor (Baverfjord mfl. 2012). Fosforbehovet hos atlanterhavslaks
er rapportert til & ligge mellom 0,6 % og 0,9 % biotilgjengelig fosfor (Ketola 1975; Asgard and
Shearer 1997; NRC 1993). Forprodusenter beregner biotilgjengelig fosfor (P) ut fra
egenproduserte tabellverk.

Utvikling av egnet metodikk som kan gi et bedre mal pa biotilgjengelig fosfor i foret er etterspurt
basert pa at P i beinfraksjon av marine ravarer (fiskemel, biprodukter) og phytat i planteprotein
(60-80 %) i liten grad er biotilgjengelig for laks. Fordgyelighet av P viser stor variasjon mellom
ulike ingredienser, og interaksjoner mellom ulike komponenter i foringredienser kan ogsa hemme
opptaket av bade P og andre mineraler. Det er derfor et stort behov for a utvikle en standardisert
metode for maling av biotilgjengelig P. NOFIMA har i flere ar jobbet med a utvikle en metodikk
for kjemisk maling av lgselig (ikke beinbundet) P som i starre grad enn total P kan reflektere
biotilgjengelig P. I forsgk med laks er det vist at vekst er godt korrelert til 1gselig P, men ikke til
total P (Albrektsen et al. 2012).

Hovedmalet med dette prosjektet er a tette de kunnskapshullene som eksisterer angaende utvikling
av ryggradsdeformasjoner hos oppdrettslaks pa en vitenskaplig mate, og a videreutvikle
NOFIMAs metode for maling av lgselig P. De planlagte forsgkene er utformet for a undersake P-
behovet hos hurtigvoksende oppdrettslaks i fersk- og sjgvann, mulige kombinasjonseffekter av P-
ernzring i fersk- og sjgvann, og hvordan temperatur og veksthastighet pavirker P-behovet i
sjgvann.
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. Problemstilling og formal

Realisering av innovasjonen i dette prosjektet vil bidra til at forprodusenter som Skretting kan
utvikle diettresepter med livsstadie- og sesongspesifikke biotilgjengelige P-nivaer, samt
hayfosfordietter som er spesifikt tilpasset fiskegrupper som har hay risiko for a utvikle
deformasjoner. Hovedmalet med sistnevnte vil veere & hindre eller stoppe videre utvikling av
ryggradsdeformasjoner. Dette vil sikre en god beinhelse og velferd hos oppdrettslaks. Disse
diettene vil kunne fare til at oppdrettsselskaper som Marine Harvest far ned innslaget av
deformasjoner og redusert problemet knyttet til bindevev i filet, samtidig som selskapets totale P-
utslepp til miljget ikke overstiger dagens niva. Dersom innovasjonsprosjektet ikke gjennomfares
vil oppdrettslaks med skjelettlidelser ogsa i fremtiden selges i et marked med stadig skende fokus
pa en velferdsmessig akseptabel produksjon. Det er ikke uvanlig at oppdrettslaks med
skjelettskader havner i markedet. Dette prosjektet vil forhindre slike scenarioer, og vil pa den
maten kunne bidra til & styrke omdgmmet til den norske laksenaringen.

. Prosjektgjennomfaring

A definere diettnivaene av P som sikrer en sunn skjelettutvikling for oppdrettslaks er fremdeles en
utfordring for industrien. Nyere forskning har vist at kombinasjon av kontinuerlig lys, lavt P og
gkt temperatur gir virvelkompresjoner hos laks (Fjelldal mfl. 2012b), og at lavt P-niva i diett pa
yngelstadiet kan predisponere laks for & utvikle virvelkompresjoner seinere i livssyklusen (Fjelldal
mfl. 2012c). Hos triploid laks som vokser raskt i ferskvann (Fjelldal og Hansen 2010) kan gkt P-
niva i diett forhindre utvikling av skjelettdeformasjoner i denne fasen (Fjelldal mfl. 2011).
Diettnivaet av P pavirker beinets mineralinnhold hos laks (Ketola 1975; Helland mfl. 2005).


mailto:pergf@imr.no
mailto:Olav.Breck@marineharvest.com
mailto:sissel.albrektsen@nofima.no
mailto:PEckhardWitten@aol.com
mailto:Ramon.Fontanillas@skretting.com
mailto:Olav.Breck@marineharvest.com
mailto:Wolfgang.Koppe@skretting.com
mailto:eldar.asgard.bendiksen@salmar.no
mailto:merete.schroder@fhf.no

Darlig beinmineralisering er assosiert med utvikling av virvelkompresjoner hos oppdrettslaks
(Fjelldal mfl. 2007; Fjelldal mfl. 2009), og mange former for virvelkompresjoner og fusjoner
karakteriseres ved at det dannes bruskvev mellom ryggvirvlene (Kvellestad mfl. 2000; Witten mfl.
2005; 2006). De potensielle fordelene hgyfosfordietter har pa skjelettutvikling motvirkes av at
disse diettene vil gke P-utslippene fra oppdrettsvirksomhet (Phillips mfl. 1993; Sugiura mfl. 2000;
Coloso mfl. 2003). Derfor ma P-behovet hos laks ved ulike vekstforhold undersgkes for a holde P-
utslippene pa et minimum samtidig som utvikling av skjelettdeformasjoner hindres eller holdes i
sjakk.

| dette prosjektet undersgkte vi P-behovet hos hurtigvoksende oppdrettslaks i fersk- og sjgvann, og
kombinasjonseffekten mellom P-erneering i fersk- og sjgvann og om P-behovet i sjgvann var
pavirket av temperatur.

Seks replikate kar med laks ble foret dietter med lavt (LP), medium (MP) eller hgyt (HP) P-niva
ved 12-14 °C fra 3 gram (april 2012) til sjgvannsoverfaring (september 2012, ~100 g); totalt 18
kar. Ved sjgvannsoverfaring ble all fisken innad i hver diettgruppe blandet, og LP- og HP-
gruppene refordelt pa 12 kar per gruppe, mens MP-gruppen ble refordelt pé ni kar; totalt 33 Kar. |
sjgvann ble hver av diettgruppene fra ferskvann foret LP-, MP- eller HP-dietter (full “crossover”)
frem til 500 g (desember 2012) ved 16 °C i triplikate kar (totalt 27 kar). I tillegg ble triplikate
grupper med fisk gitt LP og HP i ferskvann, foret videre pa disse diettene ved 10 °C frem til fisken
ved 16 °C nadde 500 g (totalt 6 kar). Det var 11 eksperimentelle grupper i denne perioden (9 ved
16 °C og 2 ved 10 °C). Ved 500 g (16 °C) ble all fisk pittagmerket, blandet og overfart til 12 stk 3
meter kar med likt antall fisk fra de 11 ulike forsgksgruppene representert i hvert kar. Fra 500 g til
slaktestarrelse (4 kg) ble alle gruppene foret en felles standard kommersiell diett fra Skretting med
normalt P-niva ved 8 °C.



Skjematisk skisse av forsgksdesign:

LP MP HP

Ferskvann 3-100 g (18 kar)

Sjevann 100-500 g (33 kar)

16 °C (27kar):

10 °C (6 kar):

Ved 500 g; pittagmerking og overfgring 3 m kar for pavekst til 4 kg



5. Oppnadde resultater, konklusjon

Dietter

Skretting laget forsgksdietter. Total og lgselig P er presentert i tabellen under.

Fiskestarrelse P-niva Diett (g kg™)
LP MP HP
3til20 g Total 8,5 114 13,9
Laselig 45 7,2 9,9
20til 100 g Total 8,6 11,3 13,7
Laselig 4,4 7,5 9,8
100 til 500 g Total 9,8 11,7 13,1
Lgselig 50 7,1 9,0

Total og lgselig P er analysert av NOFIMA. Metoden for analyse av lgselig P er kvalitetssikret og noe
modifisert (Hovde 2013). Den har hgy presisjon og ngyaktighet pa linje med analyse av total P.
Metoden er godt egnet til & skille beinbundet P fra ikke-beinbundet P og fungerer svert godt for ulike
typer fiskemel. Metoden fungerer ogsa godt for kommersielle P-salter med ulik lgselighet, som vist i
dette forsgket. Metoden skiller ikke mellom fytat-P og ikke fytat-P i planteprotein og analyserer alt P i
planteprotein som lgselig P. P-bidraget fra planteprotein utgjer normalt 20-25 % av P i fiskefor,
hvorav 60-80 % phytat-P. Noe phytat P er sannsynligvis tilgjengelig i fisk, og dette betyr at niva av
lgselig P i foret overestimerer tilgjengelig P med ca. 10-15 %. Basert pa kjent innhold av phytat-P i
planteprotein er det fullt mulig & korrigere for dette. Forskningsfaglig er det behov for a verifisere
analysemetoden for lgselig P opp mot kommersielle for med hgyt innhold av planteprotein.

Etter at perioden med ulike for ble avsluttet ved 500 g, ble alle fiskene foret med Skretting Spirit Pluss
7 mm med total P 9,1 og lgselig P 7,3 g kg™.

Statistikk
For statistisk analyse av data presentert under, ble falgende statistikk brukt:

Signifikante forskjeller i mineralinnhold i ryggvirvler ved overfaring til sjgvann ble testet vha. enveis
ANOVA. Signifikante forskjeller for samme parameter ved avslutning av foringsperioden ble testet
vha. toveis ANOVA.

Signifikante forskjeller i vekt, kondisjonsfaktor og katarakt-score ble testet vha. toveis ANOVA.
Beregningene er basert pa umoden fisk. For a teste effekt av diett i fersk- og sjgvann og
interaksjonseffekter mellom disse, ble fisk holdt ved 16 °C testet separat med diett i fersk- og sjgvann
som kategoriske faktorer. For a teste effekt av temperatur og diett og interaksjonseffekter mellom
disse, ble fisk gitt LP og HP bade i fersk- og sjgvann (LP-LP, HP-HP) og holdt ved 10 og 16 °C, testet
separat.

Signifikante ANOVA-er ble etterfulgt av post hoc-tester for a avdekke mulige forskjeller mellom
enkeltgrupper.



Resultater

Mineralstatus helfisk
Ferskvann

Mineralstatus i hel fisk ved 20 og 100 g viste at LP diett (0,45 % lgselig P) var utilstrekkelig til & gi
god mineralisering i laks i ferskvann, mens MP- og HP-diettene (0,75 og 0,98 % lgselig P) ga hayere
og like god mineralisering (Figur 1). Analyse av bade aske, Ca, P og Ca:P ratio i hel fisk viste
signifikant lavere status i fisk foret med LP relativt til MP- og HP-dietter. Tilsvarende ble det funnet
signifikant lavere P-retensjon (mg/kg tilvekst) i LP-fisk beregnet for perioden mellom 20 og 100 g.
Resultatene viser at P-behovet for normal mineralisering av laks i ferskvann er dekket ved 0,75 %
lgselig P, mens diettniva pa 0,45 % lgselig P er utilstrekkelig.
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Figur 1. P status (mg/kg) i hel fisk féret med henholdsvis lav P (LP), middel P (MP) og hgy P (HP) for i
ferskvann (20 og 70 g) og med samme dietter i sjgvann (500 g).

Sjgvann

I perioden fra 100 til 500 g ble fisk féret med de tre basisdiettene (LP, MP, HP) fordelt i et fullt cross-
over-design til henholdsvis nye LP, MP og HP ved 16 °C (9 dietter), samtidig som to av de
opprinnelige basisdiettene (LP og HP) ble viderefart pa 10 °C. Etter overfgring til sjgvann gkte
mineralstatus i fisk foret med LP (Figur 1), mest sannsynlig forklart ved at P-innholdet i LP-foret gkte
fra 0,45 til 0,5 % lgselig P, noe som medfarte mindre tydelige diettforskjeller i sjg. P-status i fisk var
best for fisk som tidligere var féret med HP (0,98 % lgselig P) i ferskvann, noe som indikerer at fisken
har hatt tilstrekkelig P-forsyning til & bygge opp minerallager utover vanlig P-behov (Figur 2). Det ble
ikke pavist signifikante diettforskjeller i P-status ved 500 g pa 16 °C selv om LP- og MP-diettene
tenderte til & gi litt lavere P-status enn HP. Aske, Ca og Ca:P ratio i hel fisk viste mer sensitive
diettresponser, og var signifikant forskjellig for LP-LP relativt til LP-HP, MP-HP og HP-HP,
uavhengig av tidligere férregimer (p < 0,05), som vist for Ca i Figur 3. P-retensjon i hel fisk i perioden
fra 100 til 500 g varierte fra 3,5 til 3,9 mg/kg tilvekst og reflekterte P-status i hel fisk (p > 0,05). Som
ventet var P-utnyttelsen fra foret mest effektiv hos fisk foret med lav P-diett (45-50 %) relativt til hay
P-diett (35-38 %).



Resultatene er i overensstemmelse med andre smoltforsgk og viser at 0,5 % lgselig P kan gi lavere
mineralisering, men at forskjellene ikke trenger a vaere signifikante relativt til fisk som far hgyere P-
niva (0,7 % lgselig P) i foret etter overfering til sjgvann (Albrektsen et al. 2014). I andre forsgk med
smolt der det er oppnadd bedre vekstbetingelser, er det pavist starre forskjeller i P-status og redusert
vekst i laks foret med 0,5 % lgselig P (Albrektsen et al. 2013). Det er kjent at P-behovet kan variere
med ulike miljg- og vekstbetingelser.

Resultatene totalt sett indikerer at smoltfor bgr inneholde mer enn 0,5 % lgselig P for & sikre normal
vekst og mineralisering under varierende miljg og oppdrettsbetingelser. Basert pa et tilfeldig utvalg av
46 kommersielle smoltfér analysert i 2012, ble det funnet at omtrent 40 % inneholdt mindre enn 0,5 %
lgselig P.

Temperatur

Bade vekst og mineralstatus i fisk foret ved 10 °C (HP10) var lavere enn tilsvarende forgruppe ved 16
°C (HP-HP). P-status i laks var signifikant forskjellig kun mellom LP10 og HP-HP i dette forsgket
(Figur 2).
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Figur 2. P-status i hel fisk (mg/kg) foret ved 10 °C (LP10, HP10), og ved 16 °C med lav P (LP, MP, HP),
middel P (LP, MP, HP) og hay P (LP, MP, HP) for i et fullt «cross-over» design.
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Figur 3. Ca-status i hel fisk (mg/kg) foret ved 10 °C (LP10, HP10), og ved 16 °C med lav P (LP, MP, HP),
middel P (LP, MP, HP) og hay P (LP, MP, HP) for i et fullt «cross-over» design.

Mineralstatus ryggvirvler

Ved overfering til sjgvann var det en signifikant effekt av diett P-niva i ferskvann pa mineralinnhold i
ryggvirvler, og LP-gruppen hadde signifikant lavere verdi enn MP- og HP-gruppene (Figur 4).

Ved avslutning av foringsperioden var det for fisk holdt ved 16 °C en signifikant effekt av diett P-niva
i ferskvann pa mineralinnhold i ryggvirvler, og LP-LP- og LP-MP-gruppene hadde signifikant lavere
niva enn HP-MP- og HP-HP-gruppene (Figur 5). For fisk gitt LP og HP i bade fersk- og sjgvann (LP-
LP og HP-HP) var det en signifikant effekt av diett pA mineralinnhold i ryggvirvler, og HP-HP 16 °C-
gruppen hadde signifikant hgyere verdi enn LP-LP 10 °C og LP-LP 16 °C-gruppene (Figur 5). Ved
avslutning av forsgket var det ikke signifikante forskjeller mellom gruppene. Alle gruppene hadde god
mineralstatus i ryggvirvelen, og nivaet varierte mellom 54 og 56 % askeinnhold.
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Figur 4. Mineralinnhold i ryggvirvler (virvel 40-43) ved overfgring til sjgvann.

58,0

HLpP-LP
57 5 LE LP-MP
" |H LP-HP

57,0 I'@ MP-LP
B MP-MP
56,5 | MP-HP
56.0 |H HP-LP

E HP-MP

HP-HP
55,5 8

55,0
54,5

54,0 ¢

Mineralinnhold i ryggvirvler (% aske av t@rrvekt)

53,5 : . i HIE BUE EiE ES
10 16

Temperatur

Figur 5. Mineralinnhold i ryggvirvler (virvel 40-43) ved avslutning av féringsperioden desember 2012.
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Vekst
Avslutning av féringsperioden (~500 g)

Ved avslutning av foringsperioden var det for fisk holdt ved 16 °C ingen signifikant effekt av diett P-
niva i fersk- eller sjgvann, men en signifikant interaksjonseffekt mellom P diettniva i fersk- og
sjgvann. Det var heller ingen signifikante forskjeller mellom noen av enkeltgruppene (Figur 6). Det
var en signifikant effekt av diett P i sjgvann for kondisjonsfaktor for fisk holdt ved 16 °C, og HP-HP-
gruppen hadde signifikant lavere k-faktor enn LP-MP, MP-LP, MP-MP og HP-MP-gruppene (Figur
7).

For fisk gitt LP og HP i bade fersk- og sjgvann (LP-LP og HP-HP) var det en signifikant effekt av
temperatur pa vekt, og LP-LP-gruppen holdt ved 10 °C var signifikant mindre enn de tre andre
gruppene (Figur 6). Det var en signifikant interaksjonseffekt for kondisjonsfaktor mellom diett P og
temperatur for disse gruppene, og HP-HP 16 °C-gruppen hadde signifikant lavere kondisjonsfaktor enn
HP-HP 10 °C og LP-LP 16 °C-gruppene (Figur 7).

Gruppevis SGR fra 3 til 20 g varierte mellom 3,7 og 3,9; 20 til 40 g mellom 1,9 og 2,2; 40 til 100 g
mellom 1,7 og 2,1; 100 til 500 g mellom 1,3 og 1,6 (10C snitt 1,37; 16C snitt 1,52); 500 til 4000 g
mellom 0,45 og 0,54 (10C snitt 0,54; 16C snitt 0,47).
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Figur 6. Vekt ved avslutning av foringsperioden (500 g) januar 2012.
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Figur 7. Kondisjonsfaktor ved avslutning av féringsperioden (500 g) januar 2012.

Avslutning av forsgket (~4 kg)

Ved avslutning av forsgket var det for fisk holdt ved 16 °C ingen signifikant effekt av diett P i fersk-
eller sjgvann pa vekt, og heller ingen signifikant interaksjonseffekt mellom P diettniva i fersk- og
sjgvann (Figur 8). Det var en signifikant effekt av diett P i ferskvann for kondisjonsfaktor for fisk
holdt ved 16 °C, men det var ingen signifikant forskjell mellom enkeltgrupper (Figur 9).

For fisk gitt LP og HP i bade fersk- og sjgvann (LP-LP og HP-HP) var det en signifikant effekt av
temperatur pa vekt, og HP-HP 10 °C-gruppen var signifikant tyngre enn LP-LP 16 °C og HP-HP 16
°C-gruppene (Figur 8). Det var en signifikant effekt av bade temperatur og diett P, samt interaksjons
effekt mellom disse pa kondisjonsfaktor for disse gruppene, og LP-LP 16 °C-gruppen hadde
signifikant hgyere kondisjonsfaktor enn LP-LP 10 °C, HP-HP 10 °C og HP-HP 16C-gruppene (Figur
9).
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Figur 8. Vekt ved avslutning av forsgket januar 2014.
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Figur 9. Kondisjonsfaktor ved avslutning av forsgket januar 2014.
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Katarakt ved avslutning av forsgket (~4 kg)

Ved avslutning av forsgket var det for fisk holdt ved 16 °C en signifikant effekt av diett P i ferskvann
pa katarakt-score, men ingen signifikant forskjell mellom enkeltgrupper (Figur 10). For fisk gitt LP og
HP i bade fersk- og sjgvann (LP-LP og HP-HP) var det en signifikant effekt av temperatur pa katarakt-
score, og LP-LP 10C og HP-HP 10C gruppene hadde signifikant lavere score enn LP-LP 16C og HP-
HP 16C-gruppene (Figur 10).
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Figur 10. Katarakt-score ved avslutning av forsgket januar 2014.

Ryggradsdeformasjoner
Palpering og rentgen

Ved avslutning av foringsperioden (500 g) var det mest fisk med radiologiske virveldeformasjoner
blant gruppene som var gitt LP i ferskvann (Figur 11 og 12), mens temperatur ikke viste effekt.
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Figur 11. Prosent fisk med én eller flere deformerte ryggvirvler pa rgntgen ved avslutning av foringsperioden
(500 g) desember 2012.
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Figur 12. Prosent fisk med over ti deformerte ryggvirvler pa rentgen ved avslutning av féringsperioden (500 g)
desember 2012.
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Ved avslutning av forsgket (4 kg) var bildet ganske likt som ved avslutning av foringsperioden (Figur
13), men alvorlighetsgraden av deformasjonene var verre for fisk som hadde gatt ved 16 °C enn ved
10 °C (Figur 14). Dette var ogsa gjenspeilt i innslaget av fisk med utvendig synlige ryggradsdeforma-
sjoner ved avslutning, der bade diett P og temperatur viste tydelig effekt (Figur 15). Det bgr nevnes at
alle grupper hadde et relativt hgyt innslag av fisk med utvendig synlige ryggradsdeformasjoner.
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Figur 13. Prosent fisk med én eller flere deformerte ryggvirvler pé rantgen ved avslutning av forsgket (4 kg)
januar 2014.
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Figur 14. Prosent fisk mer enn ti deformerte ryggvirvler pa rantgen ved avslutning av forsgket (4 kg) januar
2014.
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Figur 15. Prosent fisk med utvendig synlige ryggradsdeformasjoner ved avslutning av forsgket (4 kg) januar
2014.

Det var en sterk korrelasjon mellom andel fisk med utvendig synlige deformasjoner og fisk med
alvorlige radiologiske deformasjoner (>20 deformerte virvler) nar snitt per gruppe ble brukt som enhet
(n =11, Figur 16). Det var ogsa en sterk korrelasjon mellom kondisjonsfaktor og andel fisk med
alvorlige radiologiske deformasjoner (>20 deformerte virvler) nar snitt per gruppe ble brukt som enhet
(n =11, Figur 17).
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Figur 16. Korrelasjon mellom prosent fisk med utvendig synlige ryggradsdeformasjoner og mer enn 20
deformerte ryggvirvler pa rgntgen ved avslutning av forsgket (4 kg) januar 2014.
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Figur 17. Korrelasjon mellom kondisjonsfaktor og prosent fisk med mer enn 20 deformerte ryggvirvler pa
rentgen ved avslutning av forsgket (4 kg) januar 2014.
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Filetering

Ved avslutning av forsgket var det mye fisk med bindevev rundt virvelsgylen som gav ugnsket
bindevev i filet ved filetering. Dette gjaldt hovedsakelig halepartiet. Fisken ble filetert manuelt, og fisk
med bindevev i bade venstre og hgyre filet ble klassifisert som affektert (Figur 18).
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Figur 18. Foto av filet fra fisk med unormal bindevevsvekst rundt ryggraden i halepartiet ved avslutning av
forsaket (4 kg).

For fisk som ble holdt ved 16 grader viste diett P-niva i sjgvann motsatt effekt hos fisk som var gitt LP
og HP i ferskvann (Figur 19). Dersom en ser pa de “reine” diettgruppene (LP-LP, MP-MP, HP-HP)
ved 10 °C og 16 °C ser det ut til at det for disse gruppene er en klar effekt av diett P; gkt diett P gir
lavere innslag av fisk med filetskade (Figur 19). Det ser videre ut som at skifte i diett P fra ferskvann
til sjgvann er ugunstig, da gruppene LP-MP, LP-HP, MP-LP, MP-HP, HP-LP og HP-MP har hgyest
innslag (Figur 19).
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Figur 19. Prosent fisk med ugnsket bindevev i filet ved avslutning av forsgket (4 kg) januar 2014.

Det var signifikant korrelasjon mellom prosent fisk med mer enn ti deformerte ryggvirvler pa rantgen
og prosent fisk med filetskade nar gruppe ble brukt som enhet (n = 11) (Figur 20). Gruppen LP-LP
16C viste avvikende sammenheng sammenlignet med de andre gruppene; denne gruppen hadde mye
fisk med mer enn ti deformerte virvler (76 %), men et mer moderat innslag av fisk med filetskader
(31 %). Ved & ta ut denne gruppen fra datasettet (n = 10) gkte R?fra 0,3889 til 0,8383 (Figur 20).
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Figur 20. Korrelasjonsplott mellom prosent fisk med enn ti deformerte ryggvirvler og med filetskader ved
avslutning av forsgket (4 kg).
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Histopatologi

Det ble gjort histopatologiske analyser av ryggvirvler ved 20 g, 100 g (sjgvannsoverfgring) og
avslutning av forsgket (4 kg). Disse virvlene ble ogsa rentgenfotografert. Figur 21 viser ulike
beinceller som ble pavist i dette materialet vha. av Massons trichrome-farging.

Figur 21. Normale beinceller, identifisert vha. Massons trichrome-farging. 1. osteoblaster (svart pilhode),
osteoid (svart stjerne), bein (hvit stjerne). 2. Kollagen fiberbunter (svart pilhode), Sharpey fibre (hvitt pilhode),
bein (hvit stjerne). 3. Nedbryting av bein. Osteoklaster (svart pilhode), resorpsjons lakuner (hvitt pilhode). 4.
Pafylling av resorpsjons-lakuner. Osteoblaster (svart pilhode), bein (hvit stjerne).

20 g: Totalt 24 individer (8 per diettgruppe) ble fiksert i formalin og rentgenfotografert.
Rentgenanalysene viste at 7 av individene fra LP-gruppen og 1 fra MP-gruppen viste fenotypiske tegn
pa lavt mineralinnhold. Histopatologisk viste disse ektopisk (feilplassert) patologisk brusk som var
lokalisert ventralt og dorsalt ved siden av vekstsonene i ryggvirvlenes endeplater (Figur 22). Figur 23
viser en normal virvel fra denne fiskestarrelsen.
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Figur 22. Ferskvann 20 g. Deformert bein i virvlenes vekstsoner. Virvel endeplater og mellomrom dorsalt (2, 3,
4, 6) og ventralt (5, 7). Ektopisk patologisk brusk ved siden av virvelens vekstsone (Figur 23 viser normal
situasjon uten brusk). Ektopisk brusk (hvitt pilhode), bein (hvit stjerne), osteoblaster (svart pilhode),
mellomvirvelvev; notochord eller notochord slire (svart stjerne), granulocytter (svart pil).
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Figur 23. Ferskvann 20 g. Normalt ikke-deformert bein i virvelens vekstsone. Virvelens endeplate og
mellomvirvelrom dorsalt. Osteoblaster (svart pilhode), bein (hvit stjerne), mellomvirvelvev; notochord eller
notochord-slire (svart stjerne).

100 g: Totalt 18 individer (6 per diettgruppe) ble fiksert i formalin og rgntgenfotografert.
Rantgenanalysene viste at fem av individene fra LP-gruppen og én fra MP-gruppen viste fenotypiske
tegn pa lavt mineralinnhold. Histopatologisk viste ogsa disse ektopisk brusk ved siden av vekstsonene
i ryggvirvlenes endeplater, men starre mengde brusk enn ved 20 g, og med en mer hyalin fenotype.
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Figur 24 sammenligner en normal og en deformert vekstsone.

non-deformed

deformed 187 caudal s

Figur 24. Overfaring til sjgvann 100 g. Radiologisk og mikroskopisk fremstilling av virvelsgyler fra et normalt
og et deformert individ. 3-6. Sammenligning av virvelens vekstsone i et normalt ikke-deformert individ (3, 4) og
et deformert individ (5, 6). Legg merke til den fremskredne utviklingen av ektopisk brusk ved siden av virvelens
vekstsone. Ektopisk brusk (hvitt pilhode), bein (hvit stjerne), osteoblaster (svart pilhode), mellomvirvelvev;
notochord eller notochord-slire (svart stjerne).
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4 kg: Totalt 66 individer (6 per diettgruppe) ble fiksert i formalin og rgntgenfotografert. Som vist i
avsnitt over om virveldeformasjoner var det mye deformert fisk i alle gruppene. Blant den undersgkte
fisken var 56 deformerte (én eller flere deformerte virvler). Disse hadde ulike typer
sammenvoksninger og kompresjoner (Figur 25), med et tydelig hode til hale-gradient. Det var mest
deformasjoner i halepartiet, mens deformasjoner naermere hodet var mer sjeldne. Hos fisk med
tydelige kompresjoner var alt vev mellom virvlene — normalt notochordvev — erstattet med brusk
(Figur 26). I virvlenes vekstsoner var det en overgang fra beinformende celler (osteoblaster) til
bruskformende celler (chondroblaster). Denne overgangen tyder pa at cellene som danner hyalin
(patologisk) brusk stammer fra osteoblaster som gjennomgar osteoblastisk til chondroblastisk
transdifferensiering. Som et resultat av dette ser man en gradient fra bein til brusk med chondroid bein
som et overgangsvev. Dette vevet er ikke til stede i normale virvler.
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Figur 25. 4 kg avslutning av forsgket. Typiske deformasjonstyper diagnostisert hovedsakelig i haleregionen av
virvelsgylen. 1. normale virvler. 2. ikke-alvorlige deformasjoner (type 5 og 6) i virvel nummer 35 til 45. 3.
typiske kompresjoner og ferdige sammenvoksninger i virvler nummer 31 til 47. 4. Fisk med alvorlige
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kompresjoner og ferdige sammenvoksninger i virvel nummer 31 til 46. Legg merke til den kompenserende
forlengelse av virvler, virvel nummer 42 og bakover. Kompresjon (hvit stjerne), sammenvoksning (hvitt
pilhode), kompenserende forlengelse (svart stjerne).

Figur 26. 4 kg avslutning av forsgket. Alvorlig kompresjon. Massiv utvikling av ektopisk brusk som erstatter
notochordvevet i mellomvirvelrommet. Ektopisk brusk (hvitt pilhode), bein (hvit stjerne), osteoblaster (svart
pilhode), mellomvirvelvev, lokalisering av mellomvirvelromm na fylt med brusk (svart stjerne).

Ektopisk brusk hadde spredd seg ut fra komprimerte/sammenvokste virvler og dannet et vev som var
en mellomting mellom brusk og bindevev — chondroid (Figur 27). | omrader med sammenvokste
virvler dannet fibrgst chondroid vev en ekstracelluleer formlgs substans med samme
innfargingsegenskaper som ekstracelluleer bruskmatriks. Dette vevet trengte inn i muskulaturen og
erstattet muskelfibrene (Figur 27).

29



Figur 27. 4 kg avslutning av forsgket. Alvorlig kompresjon og sammenvoksning. Ektopisk brusk som erstatter
notochordvevet og forgreining av fibrast chondroid vev inn i muskulaturen. 1, 2. Brusk som gér over til
chondroid vev i en sammenvokst virvel og trenger inn omkringliggende vev. 3-6. Fibrast og chondroid vev
(lysegrent) som invaderer muskulaturen (red). Legg merke til uordenen i muskelfibrene. Ektopisk brusk og
chondroid (hvitt pilhode), bein (hvit stjerne), muskelfibre (svart stjerne).

Alle fiskestarrelser: De fleste diagnostiserte deformasjonene var knyttet til darlig mineraliserte
endeplater i virvlene, til dannelse av ektopisk brusk, og den pafglgende erstatningen av normalt
(notochord basert) vev mellom virvelen med ektopisk brusk og dens inntregning i muskulaturen.
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Bare fa individer med virvler diagnostisert som darlig mineralisert vha. rgntgen viste forandringer i
beinstruktur. Figur 28 viser et eksempel pa sammenligninger til normal beinstruktur: "hyper tette”
virvler med mye chondroid bein og myke bglgende beintrabekler.

Figur 28. Virvelens beinstruktur. 1. og 2. normal beinstruktur. 3. og 4. "hyper tett” virvel. 4. og 5. virvel med
lavt mineralinnhold og overgang til myke spongigse strukturer. Ektopisk chondroid bein (hvitt pilhode), bein
(hvit stjerne), virvelmellomrom (svart stjerne).
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Kjgnnsmodning

Dette forsgket hadde ikke som mal & se pa hvordan temperatur og fosforernaring pavirker
kjgnnsmodning; dette ble gjort siden det var moden fisk ved avslutning av forsgket. En tidligere studie
(Fjelldal et al. 2012d) viste at hgstsmolt gitt vanlig kommersielt for i ferskvann, ekstra fosfor-fér de
farste tre manedene i sjgvann, og deretter vanlig kommersielt for, fikk redusert innslag av grilsing
blant hanner sammenlignet med hgstsmolt gitt vanlig kommersielt for hele tiden. Det var fa modne
hunner ved avslutning av forsgket i januar 2014; totalt 5 modne hunner fordelt pa 5 ulike grupper (LP-
LP, LP-MP, MP-LP, MP-MP, MP-HP). For hannene var dataene mer interessante; HP i sjgvann gav
kraftig redusert innslag av modne hanner dersom de tidligere var gitt LP og MP i ferskvann (LP-HP,
MP-HP) (Figur 29). HP i sjgvann hadde ikke denne effekten dersom fisken var gitt HP i ferskvann.
Det var ingen modne individer blant fisk som var holdt ved 10 °C.
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Figur 29. Prosent modne hanner (av hanner) ved avslutning av forsgket januar 2014,

Deformasjoner hos villaks

Vi fant virveldeformasjoner hos villaks. 43 % av fiskene (totalt 65 fisk undersgkt) hadde én eller flere
deformerte virvler pa rantgen. Disse var som regel sma endringer i virvelform nzer hode og hale.
Sammenvokste virvler ble ogsa observert. Andel fisk med sammenvokste virvler sank signifikant i
Figgjo mellom 2010 og 2012 (2010: 29 %, 2011: 17 %, 2012: 5 %). Den mest typiske deformasjonen
hos oppdrettslaks, sammentrykte virvler i haleregionen, ble ikke observert i noen av de undersgkte
villaksene. Gjennomsnittlig antall deformerte virvler blant fisk med deformasjoner var 1,7 hos
villaksen, mens det var 9,0 hos gruppen med minste deformasjoner (HP-HP 10C) og 18,9 hos gruppen
med mest deformasjoner (LP-LP 16) i fosfor-forsgket. Figur 30 viser virveldeformasjoner funnet hos
villaks fra Figgjoelva.
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Minor compressions

Type 5 in V2 Type 19 in V53-55

Figur 30. Ulike virveldeformasjoner funnet hos villaks. Sma kompresjoner (type 5 og 19), sammenvoksninger
(type 6, 7 0g 8).

Konklusjon

Resultatene fra prosjektet viser tydelig at diett P-niva pavirker viktige velferds-, nedklassings- og
reklamasjonsrelaterte faktorer som virvelsgyledeformasjoner, bindevevsvekst i muskulatur og
kjgnnsmodning hos oppdrettslaks. Dette betyr at fokus pa optimal fosforernaring vil veere
formalstjenlig for en positiv utvikling i norsk lakseoppdrett. Forsgket viser at det er serlig viktig &
sikre god P-forsyning til laks i ferskvann. Videre viser de histopatologiske analysene at darlig
mineralisert bein gir gkt risiko for dannelse av ektopisk brusk ved virvlenes vekstsoner, som med tid
kan erstatte det normale notochordvevet mellom virvliene og fremme dannelse av bindevev som
trenger inn i muskulaturen rundt ryggseylen og skade denne. Videre viser resultatene at gkt temperatur
gir mer alvorlige deformasjoner og mer kjgnnsmodning.
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