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Sammendrag (norsk):

Lakselusen er en parasitt som er spesialisert pa laksefisker og alle laksearter som finnes langs norskekysten,
nemlig Atlantisk laks (oppdretts- og villaks), pukkellaks, sjg@rret og raye kan veere verter for lakselusen og kan
dermed veere mulige smittekilder for luselarver. Luselarver spres med strammen og spredningen kan modelleres
ved & bruke hydrodynamiske-biologiske modeller, men eksperimentell sporing av kopepoditter tilbake til deres vert
er forelgpig ikke mulig, og modellering er ikke i stand til & skille mellom kopepoditter som stammer fra oppdretts-
eller villfisk i et gitt omradde. En mulighet for & finne ut hvor parasittene stammer fra er & bruke spesifikke markarer
som kan skille kopepoditter fra de forskjellige artene eller skille mellom villfisk og oppdrett. Metoden ma veere
palitelig og relativt lett & male. Malet med FHF prosjektet TraceLice (prosjektnummer 90186) var a identifisere
epigenetiske markgrer i genomet til lakselusen som gir informasjon om kopepodittens opprinnelse. DNA metylering
er en epigenetisk mekanisme, som kan gi varige endringer i genuttrykk som ikke kan tilskrives endringer i DNA-
sekvensen og kan veere pavirket av miljg. Der er forskjellige mater & male epigenetiske endringer. En mulighet er &
méale metylering ved kjente spesifikke posisjoner i genomet med sensitive metyleringsspesifikke (MS)-qPCR
assayer. For & finne signifikante spesifikke forskjeller i metyleringsmansteret i dette prosjektet ble voksne hunn-
lakselus fra forskjellige verter langs Norskekysten samlet inn og studert. DNA-metyleringsmgnstre ble studert ved
hjelp av sekvensering av DNA fra disse lusene og analysert for konsistente forskjeller mellom grupper av lus samlet
fra forskjellige verter. Av de samme lusene ble ogsa genuttrykksmgnstrene med hjelp av RNA sekvensering
undersgkt. Ved & analysere samspill med DNA metyleringsmenstre og genuttrykket skulle paliteligheten til
markgrene identifisert ved DNA sekvenseringen evalueres. Voksne hunnlus ble funnet pa alle vertsarter, men i
forskjellig antall. Fokuset i analysene ble derfor pa lus fra artene sjgarret, raye og oppdrettslaks. Et viktig resultat
her er at metyleringsraten av lakselusgenomet viste seg & veere veldig lav i forhold til vertebrater. Lav
metyleringsrate har ogsad veert vist for andre evertebrater. Det ble funnet flere genomiske regioner som viste
signifikant forskjellig metyleringsrate nar man sammenlignet lus fra sjggrret og lus fra rgye med lus fra
oppdrettslaks. Disse lusene viste ogsa signifikant forskjellig genuttrykk. Ingen epigenetisk enkeltmarkgr kunne
entydig skille mellom lus fra forskjellige verter noe som muligens kunne lgses ved & bruke flere markgarer i
kombinasjon. En epigenetisk assay (MS-qPCR) ble utviklet for en av markgrene som viste signifikant forskjell. Den
ble testet pa nye lus samplet fra sjg@rret og oppdrettslaks i etterfglgende ar og pa deres avkom. Metyleringsraten
ved denne epimarkgren var signifikant forskjellig i voksne hunnlus fra oppdrettslaks sammenlignet med lus fra
sjggrret. Resultatene viser, at metyleringsmgnsteret for denne epimarkgren var koblet til vertsarten. Selv om
resultatet var signifikant var den ikke entydig nar man sa pa hver enkelt lus, noe som viste behovet for flere assayer
som samlet kunne gitt et entydig resultat. Samme assay ble brukt til & undersgke metyleringsmgnsteret i avkom til
nye innsamlede voksne hunnlus. Resultatene viste at det var en ogsa signifikant forskjell i metyleringsraten for
denne epimarkaren i kopepodittene. Sensitiviteten av metoden var dessverre ikke god nok til & undersgke enkelte
kopepoditter og kunne bare brukes til bulk méalinger nar der bruktes mange kopepoditter fra samme eggstreng
(ssken) Videre optimalisering av malemetoden ville kunne muligens hjelpe.Resultatene til TraceLice viser, at det er
potensielt mulig & kartlegge opprinnelsen av lakselus med hensyn til vertsarten med hjelp av epigenetiske markarer.
For & kunne bruke epimarkgrer som analysemetode ville kreve bruk av flere markgrer og optimalisering av
malemetoden til bruk pa enkelte kopepoditter. Ytterligere markgrer kan finnes ved hjelp av dataene produsert i
TraceLice prosjektet.

Sammendrag (engelsk):

The salmon louse is a specialist on salmonid fish. All salmonid species found along the Norwegian coast, namely
Atlantic salmon (farmed and wild salmon), pink salmon, sea trout, and Arctic char, can acts as hosts for the salmon
louse and thus potentially be a source of infective louse larvae. Larvae are transported with the currents and the
spread can be predicted using coupled hydrodynamic-biological models, but experimental tracking of copepodids
back to their host is currently not possible, and modelling is unable to distinguish between copepodids originating
from farmed or wild fish in a given area. To determine origin of larvae, specific markers are needed that can
distinguish between copepodids from different hosts. These markers must be reliable and easy to measure. The aim
of the FHF project TraceLice (project number 90186) was to identify epigenetic markers in the genome of the
salmon louse that provide information about the origin of the copepodids. DNA methylation is one of the main
mechanisms in epigenetics, resulting in heritable changes in gene expression that cannot be attributed to changes
in the DNA sequence and can be influenced by the environment. Epigenetic changes at known specific positions in
the genome can be measured with sensitive MS-gPCR assays. To find specific significant differences in methylation
patterns, adult female salmon lice from different hosts were collected along the Norwegian coast in this project. DNA
methylation patterns were investigated using Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) of these lice
and analysis for consistent differences between groups of lice collected from different hosts. The same lice were
also investigated for gene expression patterns using RNA sequencing. By analysing the connection between DNA
methylation patterns and gene expression, the reliability of the markers identified by DNA sequencing was
evaluated. Adult female lice were found on all host species, but in different numbers. Therefore, the analyses were



concentrated on lice from the sea trout, Arctic char, and farmed salmon, where sufficient lice numbers were
available. An important result here is that the methylation rate of the salmon louse genome turned out to be very low
compared to vertebrates. Low methylation rates have also been shown for other invertebrates. Although the
methylation rate of the salmon louse genome was low, several regions showed significantly different methylation
rates when comparing lice from sea trout or Arctic char with lice from farmed salmon, which also showed
significantly different gene expression. No single epigenetic marker could unambiguously distinguish between lice
sampled from different hosts, which could possibly be solved by using several markers in combination. An
epigenetic assay (MS-qPCR) was developed for one of the markers that showed significant difference. It was tested
on new lice sampled from sea trout and farmed salmon in subsequent years and on their offspring. The methylation
rate at this epimarker was significantly different in adult female lice from farmed salmon compared to adult female
lice from sea trout. The results show that the methylation pattern of this epimarker was linked to the host species.
Although the result was significant, it was not unambiguous when looking at each individual lice, which showed the
need for multiple assays that together could have given an unambiguous result. The same assay was used to
examine the methylation pattern in the offspring of newly collected adult female lice. The results showed that there
was also a significant difference in the methylation rate of this epimarker in the copepodites. Unfortunately, the
sensitivity of the method was not good enough to examine individual copepodites and could only be used for bulk
measurements when many copepodites from the same egg string (siblings) were used. Further optimization of the
measurement method could possibly help. The results of TraceLice show that it is potentially possible to map the
origin of sea lice with respect to the host species using epigenetic markers. To be able to use use epimarkers as an
analytical method would require the use of multiple markers and optimization of the measurement method for use on
individual copepodites. Additional markers can be found using the data produced in the TraceLice project.
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TRACELICE
1 - Innledning

1 - Innledning

Lakselus (Lepeophtheirus salmonis) er den stgrste utfordringen for lakseoppdrett i Norge, og avlusing
forarsaker store tap for oppdrettsneeringen. Lakselus har en hgy reproduksjonsrate. Fertiliserte egg deponeres i
eggstrenger som beeres av hunnlusen til larvene klekkes. Antall av egg i hver sett med eggstrenger og hvor ofte
disse produseres er avhengig av temperatur. P4 samme mate er Utviklingshastigheten av larvene er ogsa
temperaturavhengig (Hamre et al. 2019; Samsing et al. 2016). Hver sett med eggstrenger fra lakselus pa laks
inneholder sirka 600 egg (Thompson et al. 2023). Larvene spres med havstrgmmene. Det tredje larvestadiet,
kopepoditten, er det infektive stadiet. Utviklingshastigheten av larvene er ogsa temperaturavhengig og avhengig
av strgm kan larver spre seg over lange avstander (Asplin et al. 2004; Johnsen et al. 2016).Lakselusen er
spesialisert pa laksefisker og alle laksearter som finnes langs norskekysten (Atlantisk laks (oppdretts- og
villaks), pukkellaks, sjg@rret og raye) kan veere verter for lakselusen og dermed veere potensiell smittekilde for
nye luselarver.. | motsetning til villaks som migrerer gijennom kystomradene i en begrenset tidsperiode pa deres
vei til storhavet, forblir sjgarret og raye i kystomradene og migrerer ikke ut i det pne havet. De oppholder seg
neer kysten (Flaten et al. 2016; Gjelland et al. 2014; Jensen et al. 2014), hovedsakelig i de gvre vannlagene
hvor lakseluslarver finnes. Sjgarret kan bli i kystomradene i store deler av aret, hvor de bade kan bli smittet,
men ogsa sjal bidra til smittepress. Den marine oppholdstiden for rgye er 1-2 maneder (Jensen et al. 2020;
Klemetsen et al. 2003), og bidraget til lakselusinfestasjon fra rgye kan derfor antas & veere sveert begrenset da
de fleste lakselus ikke vil rekke 8 utvikle seg til kignnsmodne individer. Etter introduksjonen av pukkellaks i
Russland, er pukkellaks na utbredt i Norskehavet og langs norskekysten. Migrasjonsmgnsteret i Norge er ikke
fullt ut forstatt, men det kan migrere nordover i Norskehavet naer norskekysten fgr det gar inn i Barentshavet
(Diaz Pauli et al. 2022). Pukkellakser en stillehavsart som ikke hgrer hjemme i Atlanterhavet. Selv om ung
pukkellaks ikke er like mottakelig for lakselussmitte som atlantisk laks (Jones 2011), kan de ha betydelige
infestasjoner i kystvann (Morton and Williams 2003). Tilbakevendende voksen pukkellaks er fullt mottakelig og
kan baere betydelig infestasjoner (Beamish et al. 2005). Lakselusinfestasjoner av sjggrret og raye overvakes
gjennom Havforskningsinstituttet sitt nasjonale overvakingsprogrammet for lakselus pa vill laksefisk (NALO)
(Nilsen et al. 2022; 2023; Serra-Llinares et al. 2014). Infisert sjggrret finnes i alle produksjonsomrader (Bghn et
al. 2022; Rune et al. 2022) hvor alvorlighetsgraden av luseangrep er korrelert til lokal lakseoppdrettsintensitet
(Bghn et al. 2022). Men mens oppdrettslaks avluses i henhold til regulatoriske grenser, kan antallet lus pa
sj@grret vaere hundrevis i de sterkt infiserte omradene (Gjelland et al. 2014) med hgy mengde voksne lus
(Vollset et al. 2018). Ogsa pa pukkellaksen har det blitt registrert lakselus (Lorentzen 2023), men antall voksne
hunnlus var relativt lav. Spredningen av luselarver kan forutses ved & bruke koblede hydrodynamiske-biologiske
modeller (Asplin et al. 2020). Imidlertid er eksperimentell sporing av det infektive stadiet kopepoditter tilbake til
deres opprinnelse forelgpig ikke mulig, og modellering er ikke i stand til & skille mellom kopepoditter som
stammer fra oppdretts- eller villfisk i et gitt omrade. Det har veert forsgk pa & identifisere markgrer for
kopepoditter av ulik opprinnelse, for eksempel i FHF prosjekt nr. 900790, og den nettopp rapporterte
oppfalgende prosjekt (FHF nr. 901859) hvor forskjellige markarer, avhengig av den kjemiske sammensetningen
til verten til lusen, ble brukt. Disse m& imidlertid fortsatt verifiseres i TraceLice prosjektet skulle det undersgkes
mulige epigenetiske forskjeller i lakselus avhengig av opprinnelsesvert og om disse forskjellene kan brukes som
opprinnelsesmarkgrer. Epigenetikk er et raskt voksende forskningsfelt, men forelgpig er det begrenset med
studier av virvellgse dyr (Klughammer et al. 2023). DNA-metylering er en epigenetisk modifikasjon som
innebeerer tilsetning av en metylgruppe til en cytosinbase i DNA (5-metyl-cytosin (5-mC)). Endringer i DNA-
metyleringsmgnstre kan ha funksjonelle konsekvenser for genuttrykk, celluleere prosesser og utvikling av
fenotype (Piferrer and Wang 2023). DNA-metyleringsmgnsteret kan endres pa grunn av miljgpavirkninger (Feil
and Fraga 2012). Hos virveldyr blir spesielle regioner i promotorregionen av genene metylert, og hindrer
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TRACELICE
1 - Innledning

bindingen av transkripsjonsfaktorer og derved hemmer at genet kan leses av. Hos virvellgse dyr som lakselus er
det funnet et annet mgnster hvor exoner og introner av visse gener er metylert (Feng et al. 2010; Keller et al.
2015). Her kan metylering av gener korreleres med genuttrykk, omvendt til det som er kjent fra virveldyr.
Uavhengig av den dempende eller stimulerende funksjonen til epigenetiske markarer, kan de oppsta i én
generasjon og videresendes til avkommet (Skjaerven et al. 2023). Derfor kan markgrer som oppstar i et
vertsavhengig mgnster og nedarves i avkommet veere en effektiv indikator p& opprinnelse. Fenotypisk
plastisitet, evnen at en genotype kan produsere forskjellige fenotyper som en funksjon av miljgforhold, kan veere
et resultat av epigenetiske endringer. Epigenetiske markarer kan ga fra foreldre til avkom gjennom epigenetisk
arv. Dette er funnet i et bredt spekter av arter, inkludert det lille planktoniske krepsdyret Daphnia,
(VandegehuchteDe Coninck et al. 2010; VandegehuchteLemiére et al. 2010). Ogsa i kopepoden Paracyclopina
nana er der vist multigenerasjons epigenetisk plastisitet mot havforsuring (Lee et al. 2022). |
lakseluskopepoditter ble der funnet endringer i den totale 5-methylcytosine nivaer i henhold til
ferskvannsbehandling (FHF prosjekt OptiDeLouse: Prosjektnummer 901687). | TraceLice prosjektet skulle
denne mekanisme som dyr bruker til & justere genetikken sin uten & endre DNA sekvensen utnyttes til & pavise
arvelige forskjeller mellom lus fra forskjellige verter. DNA metyleringsmgnstre kan males i genomet ved hjelp av
«Reduced Representation Bisulfite Sequencing» (RRBS). For a utfgre RRBS kuttes genomisk DNA med
restriksjonsenzymer som deretter bisulfitt behandles. Bisulfittbehandling konverterer umetylerte cytosin til uracil,
mens de metylerte cytosiner bevares. Deretter sekvenseres DNAet for & identifisere metylerte og ikke metylerte
cytosinrester ved spesifikke omrader i genomet. For & bestemme metyleringstilstanden ved kjente spesifikke
steder pA DNA kan man bruke metyleringsspesifikke qPCR assayer (MS-qPCR), en gPCR-teknologi for
kvantifisering av metylering med hjelp av spesifikke primere.

Malet med TraceLice var a identifisere epigenetiske markarer i genomet til lakselus som gir palitelig informasjon
om kopepodittens opprinnelse. Dette ble adressert gjennom falgende delmal:

Delmal 1: Identifisere vertsspesifikke (hvilken fiskeart) markerer i lakselus. Dette gjgres ved & undersgke DNA-
metyleringsmgnstre ved hjelp av sekvensering av voksne hunnlus fra ulike verter og analysere disse for
konsistente forskjeller.

Delmal 2: Evaluere paliteligheten til markerene identifisert i delmal 1 ved & analysere deres samspill med
genuttrykket av relevante gener. Dette gjares ved & RNA-sekvensere lusene og sa innlemme de resulterende
genuttrykksmgnstrene med DNA-metyleringsdataene for & evaluere epimetyleringsmarkarene identifisert i
delmal 1.

Delmal 3: Utvikle og teste en analysemetode som identifiserer hvilken fiskeart kopepodittene ble produsert fra.
For a gjare dette skal vi utvikle metyl-spesifikk qPCR-assayer (MS-gPCR) rettet mot epimetyleringsmarkarene
identifisert i delmal 1.
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TRACELICE
2 - Prosjektets omfang

2 - Prosjektets omfang

Totalbudsijettet var pa 2.46 mill. NOK, og fullfinansiert av FHF. Prosjektperioden var 14 maneder.
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TRACELICE
3 - Prosjektorganisering

3 - Prosjektorganisering

Prosjektet ble utfart med Universitet i Bergen som prosjekteier, og Havforskningsinstituttet som
samarbeidspartner. Christiane Eichner var prosjektleder. FHF representant var Kjell Maroni.

Havforskningsinstituttet har hatt ansvar for innsamling av prevemateriale, for DNA metyleringsanalysen med
hjelp av Reduced Representation Bisulfite Sequencing» (RRBS) og for utviklingen av en metyleringsspesifikk
(MS)-gPCR assay samt analyse av prgver med denne.

Universitet i Bergen har hat ansvar for RNA sekvenseringen, fotografering og oppdeling av prgvematerialet og
klekking av lakseluslarver.

Aktiviteten i prosjektet var inndelt i fem arbeidspakker (AP) som vist nedenfor, som hver danner grunnlag for
den neste basert pa oppnaelse av spesifikke mal. Unntak var AP5 (prosjektstyring) som var ansvarlig for
koordinasjon, rapportering og kommunikasjon av prosjektet.

AP1: Prgvetaking av lus

Ansvarlig: Havforskningsinstituttet, Rasmus Skern Mauritzen og Sussie Dalvin

AP2: Bestemmelse av differensielt metylerte regioner

Ansvarlig: Havforskningsinstituttet, Takaya Saito

AP3: Bestemmelse av differensielt uttrykte gener ved hjelp av RNA sekvensering

Ansvarlig: Universitet i Bergen, Christiane Eichner

AP4: Implementering av en MS-qPCR-assay for undersgkelse av utvalgte metyleringssteder av interesse
Ansvarlig: Havforskningsinstituttet, Kaja Skjeerven og Kai Ove Skaftnesmo

AP5: prosjektstyring

Ansvarlig: Universitet i Bergen, Christiane Eichner

Det overordnet mél for arbeidspakkene var a utvikle en analysemetode som kan brukes til & skille mellom lus av
forskjellig vertsopprinnelse. Et grafisk sammendrag av prosjektorganiseringen er vist i Figur 1.
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TRACELICE
3 - Prosjektorganisering

n

AP1

Prgvetaking av voskne hunnlus fra

ulike laksefisk
2023 2024

AP2 AP3

Undersgkelse Undersgkelse
av DNA av RNA
metylerings- uttryknings-
menstre manstre

Validering av MS-

gPCR assayer

MS-qPCR
dassayer

Differentielt metylerte

steder i genomet til Implementering

av MS-gPCR
assayer

voksne hunnlus fra
forskjellig opprinnelse

A 4

Figur 1 . Grafisk sammendrag av prosjektorganisering i TraceLice. Hovedoppgavene til de forskjellige arbeidspakker (AP) er markert i
bld, milepaeler er markert oransje.
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TRACELICE
4 - Problemstilling og formal

4 - Problemstilling og formal

Lakselusen er den starste enkeltutfordringen for norsk oppdrettsnaering; og forarsaker store direkte og indirekte
kostnader knyttet til tiltak for bekjempelse av lakselus og forringelse av fiskevelferd. Lusekontroll er derfor av
stor betydning. Et uunnveerlig element i bekjempelsen av lakselus er a forebygge nye angrep, noe som
avhenger av at man kjenner kilden til ny smitte. Derfor hadde TraceLice som mal & utvikle et verktay for & knytte
smittsomme kopepoditter til deres opprinnelse i form av oppdrettslaks eller ville laksefisk.

4.1 - Resultatmal

| lgpet av prosjektet ble der foretatt grunnleggende analyser av epigenetiske variasjoner i lakselusen for & se
om disse sammenfalt med opphavet til lakselusen. Dette farte til identifisering av en rekke markgrkandidater.
Disse markarer ble ogsa bekreftet ved & studere om forskjeller med lakselus fra ulike fiskearter var gjenspeilet i
ulik genekspresjon. Basert pa disse vurderinger ble der utviklet to forskjellige assayer designet til & kunne spore
opphavet til lakselusen. Dessverre ga ingen av de utvalgte assay alene et svar, men det vurderes at man med
noe mer optimalisering av prgvebehandling (for kopepoditter) og mindre metodiske justeringer i fremtiden kan
finne opphav til lakselus pa oppdrettsfisk.

| tillegg har prosjektet generert data om epigenetikk generelt i en dyregruppe som er lite undersgkt og kan
danne grunnlag for en rekke nye studier av lakselus og deres evne til tilpasning som respons til eksempel
endret miljg eller behandlinger.
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TRACELICE
5 - Prosjektgjennomfgring og oppnadde resultater

5 - Prosjektgjennomfaring og oppnadde resultater

Prosjektet ble gjennomfart som planlagt med fgrste samplinger i sommeren innen prosjektoppstart. P4 grund av
noen forsinkelser i siste arbeidspakke ble prosjektet giennomfert med 2 maneders forlengelse.

5.1 - Arbeidspakkel: Prgvetaking av lus

MaAl: skaffe bade voksne hunnlus og kopepoditter av forskjellig opprinnelse

Innsamling av voksne hunnlus og eggstrenger med forskjellig vertsopprinnelse ble utfgrt i forbindelse med
vitenskapelig undersgkelsestral og Havforskningsinstituttets luseovervakingsprogram langs norskekysten
(NALO) (Nilsen et al. 2020) . Lus fra pukkellaks ble samplet fra fisk fanget av lokale fiskere ved Buggynes.
Lusene ble innsamlet i to omganger: 2023 for a finne differensielt metylerte steder i genomet til voksne hunnlus
fra forskjellige vertsfiskearter gjiennom genom- og transkriptom- analyse (AP2 og AP3) og 2024 for & verifisere
disse steder med uavhengige lus og deres avkom (AP4). | 2023 ble voksne hunnlus fiksert dirkete i RNA later
mens i 2024 ble levende lus med eggstreng innsamlet og transportert til laboratoriet hvor lus ble fiksert paA RNA
later og eggene ble klekket i laboratoriet for analyse av kopepoditter (AP4).

| 2023 ble i alt 124 lus samplet og fiksert for dette prosjektet som videre ble brukt i AP2 og AP3. Alle kom fra
ruse/garn fanget fisk. Alle lusene ble tatt fra forskjellige fisk for & fokusere pa vertspesifikke forskjeller og e ikke
eventuelle forskjeller mellom individuelle fiskt. Av disse var: 82 lus samplet fra sjggrret, 11 lus samplet fra raye,
3 lus samplet fra villaks, 2 lus samplet fra pukkellaks. I tillegg ble 25 voksne hunn-lus samplet fra oppdrettslaks
ved Austevoll Havbruksstasjon fra to forskjellige merder ved forskjellige dager. Andel lus samplet fra de
forskjellige ville vertene var som i tidligere ar (Nilsen et al. 2022) med flest sjggrret og fa villaks.. P& grunn av
den korte tiden som villaks bruker til & vandre gjennom fjordene til havet, finnes der sjeldent voksne hunnlus pa
utvandrende villaks, men bare yngre stadier, og den tilbake vandrende villaks samples ikke grunnet vern. Etter
innsamlingen i 2023 ble alle RNA later fikserte adulte hunnlus inspisert under lupen, fotografert, malt og delt opp
med hjelp av skalpell for videre analyse. Forkroppen ble delt pa langs i to like halvdeler (Figur 2a) for
henholdsvis DNA metyleringsanalyse (AP2) og genuttryksanalyse (AP3). Lusene ble malt og forholdet mellom
lengden pa forkroppen og totallengden ble bestemt for & undersgke modningsgraden. Lengden av lusene
varierte (Figur 2b).
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Figur 2. a) Bilde av fiksert voksen hunnlus. Lusene ble delt som vist med de rade linjene. De to delene (A og B) ble henholdsvis
analysert for metyleringsmansteret (RRBS sekvensering) og for genuttrykk (RNA sekvenseringen). Ct= cephalothorax (forkroppen),
Gs = genitalsegment, Ab = abdomen. b) Den totale lengden og lengden av forkropp ble mélt av lusene samplet fra de forskjellige
laksefisker. Antall lus som ble malt er indikert med tall pa bjelkene. Atl= Atlantisk laks

(o] [x%] P [e)]
1 1
“

Ikke alle voksne lus som ble innsamlet var fullt modent, som vises ved et ikke fullstendig utvokst genitalsegment
(Eichner et al. 2008). Siden modningsgraden har innvirkning pa genuttrykket (Eichner et al. 2008) ble bare full
modne lus brukt til RNA sekvenseringen. | de tilfellene hvor ikke et tilstrekkelig antall full modne lus var
tilgjengelig, ble ogsa voksne ikke full modne lus brukt for & analysere metyleringsmgnsteret, men ikke for
genuttrykket. Siden antall lus fra villaks som forventet var lavt (2 full modne voksne lus og en ikke full moden
voksen lus) ble denne gruppen supplert med lus samplet fra villaks til annet formal i et tidligere ar. Disse var
fiksert pa etanol og kunne derfor bare brukes til DNA-, men ikke RNA-sekvenseringen siden RNA raskt
degraderes ved fiksering pa etanol. | tillegg til lus innsamlet i felt ble ti lus og deres avkom fra et laboratoriet
eksperiment inkludert. Her var halvparten av disse lus, hadde blitt utsatt for ferskvannsbehandling. Resultatene
ble sammenlignet med samplene fra felt til & undersgke pavirkning av ferskvann. En oversikt over alle
analyserte lus og dens opprinnelse (produksjonsomréde) er vist i Tabell 1.

Tabell 1 :Antall og opprinnelse av lakselus brukt i analysen samplet i 2023 (unntak provene markert med *). Vertsarten og
produksjonsomrade (PO) verten ble fanget i er listet for praver brukt for undersokelse av DNA metyleringsmenster med RRBS

sekvenseringen og undersokelse av genuttrykket med RNA sekvensering. Pravene markert med * var samplet for 2023 og fiksert p4
etanol.

Antall lus til
Vertsart PO DNA metyleringsanalyse Genuttrykk (RNA)
Oppdrettslaks 3 8 7
Oppdrettslaks 3 8 8
Sjagrret 2 5 5
Sjagrret 2 3 3
Sjgarret 5 6 3
Sjgarret 9 8 8
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Sjgarret 13 6 5
Pukkellaks 13 2 2
Roye 10 7 6
Raye 9 1

Roye 11 1

Villaks 11 1 1
Villaks 4 1 1
Villaks 10 1

Villaks 4 8*

Villaks 5 8*

Oppdrettslaks laboratorium SW - 5 5
Oppdrettslaks laboratorium FW - 5 5
SUM 84 59

Levende lus med eggstreng ble samplet i 2024. Disse ble brukt i AP4 til & verifisere resultatene som ble hentet
fra dataene fra 2023 lusene med hjelp av en metyleringsspesifikk-gPCR assay. | tillegg til & undersgke disse
uavhengige praver ble ogsd avkommet deres undersgkt. Lusene ble samplet fra sjggarret (Etne) og fra
oppdrettslaks (Matre og Fensfjorden). Lusene ble lagt levende hver for seg transportert til UiB, i 50ml Falcon
rar, hvor lusene ble fiksert og eggene ble parvis lagt til klekking i nummererte klekkebrgnner med
gjennomstrgmmingsvann. | alt ble 129 lus med eggstrenger samplet, 92 fra sjggrret og 37 fra oppdrettslaks.
Klekking av egg og utvikling til kopepoditter ble observert for & ta pragvene av larver med definert alder. Dyrene
ble pravetatt 3,5 dager etter skallskifte til kopepoditt. Alle kopepodittene ble undersgkt under lupen far fiksering
og en del ble fotografert. Ikke alle egg klekket, muligens grunnet darlig vannkvalitet i transportrarene. Disse ble
fylt med vann fra fjorden og saliniteten kan ha veert lav. Bare pr@gver med tilsynelatende friske kopepoditter ble
analysert. 20 lus og deres avkom fra sjggrret og 23 lus og deres avkom fra oppdrettslaks.

5.2 - Arbeidspakke 2: Undersgkelse av DNA metylering

MaAl: kartlegge differensielt metylerte steder mellom vill og oppdrettet laksefisk som startpunktet for
implementeringen av en MS-gPCR-analyse

Ved hjelp av «Reduced Representation Bisulfite Sequencing» (RRBS) av voksne hunnlus, fra forskjellige verter
og regioner, ble DNA metylerings mgnstre kartlagt. Basert pa sekvensdataene ble en differensiell
metyleringsanalyse utfart for & identifisere omrader med ulik metylering avhengig av vertsfisk.

Til dette formal ble DNA renset fra halvparten av forkroppen og brukt til RRBS sekvensering (lllumina HiSeq)
ved «Genomics Core Facility» (UiB). Sekvenseringen produserte e i gjennomsnitt 48 millioner sekvenser per
prave. RRBS sekvensene ble alignet mot lakselus (Lepeophtheirus salmonis salmonis) genomet Assembly:
LSalAtl2s, 54 (Ensembl) (Skern-Mauritzen et al. 2021). | giennomsnitt alignet 74% av sekvensene unikt. CpG-
steder, ble ekstrahert og bisulfittkonverterte sekvenser kartlagt og cytosinmetyleringstilstander bestemt.
Forskjeller i metyleringsmgnstre mellom lus fra forskjellig opprinnelse ble undersgkt. Til dette formal ble ikke
bare lus fra forskjellige verter sammenlignet mot hverandre, men ogsa andre grupperinger ble undersgkt for a
studere pavirkningen av geografisk omrade (nord versus ser, forskjellige PO) eller mulig ferskvannspavirkning
og til & finne spesifikke mgnstre i preavematerialet. BAde antall hypo- og hyper-metylerte posisjoner ved
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sammenligning av forskjellige grupper og deres posisjonering i genomet ble undersgkt. | tillegg ble det

undersgkt i hvilke regioner i genomet (for eksempel exon, intron, promotor) metyleringen er funnet og om der
var forskjeller i mgnsteret.

Generelt viste lusens sitt genom & vaere veldig lite metylert (Figur 3a). Sirka 0,8% av CpG steder var metylert,
men dette er ikke uvanlig for genomer av virvellgse dyr hvorimot metyleringsraten i virveldyr kan vaere 70-80%
(Figur 3b). Metyleringen i lakselus var jevnt fordelt over genomet og viser ikke noe spesifikt mgnster i forhold til
transkripsjonsstarten som man ser for eksempel i laksens genom (Figur 3b).
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Figur 3. Generelle statistikk for DNA metylering i lakselus. a) metyleringsraten ved cytosin i forbindelse med guanin (CpG) og ved
cyanin i forbindelse med andre baser (CHG og CHH hvor H kan veere adenin (A), tymin (T) eller cytosin (C)). b) Fordelingen av
metyleringssteder i genomet av lakselusen (L. salmonis) (denne studie) sammenlignet med fordelingen i laksen (S. salar) (data T.
Saito (Saito et al. 2024)), hvor man ser en lav metyleringsrate naer transkrijpsjonens startsted.

Lus fra villaks, som var fiksert p& etanol (opprinnelig samplet til andre formal) skilte seg ut fra alle andre
prgvene, ogsa fra lus samplet fra villaks for dette prosjektet og fiksert pA RNA later (bare 3 praver). Siden vi
ikke kunne veere sikkert pa om dette skyldes de forskjellige fikseringsmetoder eller om andre omstendigheter
var arsaken, ble samplene ikke tatt med i videre analyse. Videre konsentrerte vi alle fglgende analyser pa lus
fra oppdrettslaks, sjgarret og ragye til & fa statistisk sterke resultater, siden antall praver fra villaks og pukkellaks
var for lavt (2 praver fra pukkellaks og 3 praver fra villaks, hvorav en var umoden og kunne ikke brukes til RNA
sekvensering). Antall og opprinnelse av prgvene brukt til videre analyse er vist i Figur 4.
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Figur 4. Kart over opphav av sekvenserte provene brukt til utvikling av en Ms-qPCR assay a) prover brukt for RNA sekvensering og b)
prover brukt for Reduced Representation Bisulfite Sekvensering (RRBS)

Metyleringsmgnstre mellom pragver samplet fra oppdrettslaks ble sammenlignet med metyleringsmgnstre av

prgvene samplet fra sjggrret og raye. Resultatene fra denne differensielle metyleringsanalysen er vist i Figur 5.
Vi finner bade differensielt metylerte cytosiner (DMCs) som er hyper- og hypo-metylert i oppdrettslaksen
sammenlignet med de ville artene sjggrret eller raye. Videre analysene i samspill med resultater fra AP3 er

beskrevet lenger ned sammen med resultatene fra AP3.
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Figur 5. Differensiell metyleringsanalyse. a) Prinsipalkomponentanalyse (PCA) plot av provene fra oppdrettslaks (FS= farmed
salmon), raye (AC=Arctic char) og sjoarret (ST= sea trout). Forskjeller i metyleringsraten er vist i b) og c). b) Antall differensielt
metylerte cytosiner (DMCs) ved sammenligning av raye (AC = Arctic Char) og oppdrettslaks (FS = farmed salmon) (overste panel)
eller sjgarret (ST = sea trout) og oppdrettsiaks (nederste panel). Signifikante forskjeller i metyleringsraten (q-verdi < 0.1), med en
minimumsrate av 10% er markert med farger (Hypo- og hypermetylerte cytosiner). c) viser felles differensiell metylerte cytosiner i bld
eller rad.

Dataene er tilgjengelig i Sequence Read Archive (SRA) med fglgende referansenummer:
PRJNA1071881.

5.2.1 - Pavirkning av ferskvann pa metyleringsmgnstre

Lakselus pa fisk i fiorden kan i perioder utsettes for fersk og brakkvann. For & undersgke denne pavirkningen
ble voksne hunnlus fra et laboratorieeksperiment undersgkt. Atlantisk laks ble smittet med lakselus og en
gruppe gikk ved reduserte saliniteter i to generasjoner (27 og 24 ppt i hhv. 1. og 2. generasjon) og ble ytterligere
behandlet med ferskvann 3 ganger pr. generasjon. En kontrollgruppe ble ikke utsatt for dette behandling.
Metyleringsmgnstre mellom avkommet fra lus fra de to gruppene ble sammenlignet; de analyserte individer har
dermed ikke selv blitt utsatt for ferskvann og redusert salinitet. Forskjeller i den samlete genuttrykk vises ved
prinsipalkomponentanalyse (PCA) plot i Figur 6a. Lusene skiller seg i sin overordnete metyleringsmgnster. Alle
differensielt metylerte cytosiner (DMCSs) er hypo-metylert i lus som var utsatt for ferskvannsbehandling (Figur
6b, c).
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Figur 6. DNA metylerings analyse (RRBS) av festkvannsbehandlete lus (FW) versus lus holdt i sjgvann (SW). Gruppene skilles i den
overordnete metyleringsmansteret som kan ses i prinsipalkomponentanalysen (PCA) plot (a). Generelt har de behandlete lus en
lavere metyleringsrate (b). Alle differensielt metylerte CpG-steder (DMC) i ferskvannsbehandlede prover er hypometylerte (c).

5.3 - Arbeidspakke 3: RNA sekvensering

Mal: evaluere paliteligheten til markgrene identifisert i AP2 ved & analysere deres assosiasjon med uttrykk av

relevante gener.

| denne AP ble den totale genuttrykk av de samme lusene som ble undersgkt i AP2 undersgkt ved hjelp av RNA
sekvensering. Formalet med dette var & finne gener som er pavirket i sitt uttrykk av differensiell metylering.
Dette ble gjort ved & sammenligne uttrykk av gener (RNA sekvensering) med DNA-metyleringsresulter oppnadd
i AP2.

RNA av den andre halvparten av forkroppen til 59 voksne hunnlus (Tabell 1) ble renset og mMRNA ble sekvensert
(lumina HiSeq). ved «Genomics Core Facility» (UiB) og resulterte i giennomsnittlig 32 millioner sekvenser fra
hver prgve. Sekvensene ble alignet mot lakselus genomet (LSalAtl2s). Av disse var gjennomsnittlig 88%
«lusegener», altséd sekvensen som kan gjenfinnes i genomet til lakselus. | tillegg ble ogsé kopepodittene, som
var avkom til lusene fra laboratorieeksperiment, sekvensert for & se om endringer i genuttrykk ble overfart til
avkom. Forskjell i den samlete genuttrykk vises ved prinsipalkomponentanalyse (PCA) plot i Figur 7. Den
samlete genuttrykk av lusen adskiller ikke lus samlet fra oppdrettslaks, villaks og sjgarret, men den samlete
genuttrykk fra lus fra raye skiller seg ut. Ogsa lus fra oppdrettslaks holdt i laboratoriet adskiller seg fra de andre

pravene.
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Figur 7. Prinsipalkomponentanalyse (PCA) plot av genuttrykk av alle prevene mélt. Fargene av prikken gjenspeiler vertsarten, lusen
ble samplet fra. Atl= Atlantisk laks, o= oppdrett, v = vill, lab = laboratoriet, K = kontroll, B= ferskvannsbehandlet. Prover som ligger
naermere sammen er mere lik i den overordnete genuttrykk enn provene lengre fra hverandre.

Videre ble de relevante prgvene fra oppdrettslaks, sjggrret og raye analysert. Figur 8a viser en sammenligning
av den overordnete genuttrykk. Genuttrykket til lus samplet fra raye skiller seg ut. 4423 gener var signifikant
forskjellig regulert i sjgarret i forhold til oppdrettslaks (2435 opp, 1988 ned-regulert) og 5420 gener var
signifikant forskjellig regulert i rgye i forhold til oppdrettslaks (2696 opp-, 2724 ned-regulert) (Figur 8b). Selv om
der er mange gener som er sterkt signifikant regulert mellom gruppene er de fleste av dem bare svakt regulert
(mindre enn 1,5 ganger gking eller reduksjon) (Figur 8b).
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Figur 8. a) Prinsipalkomponentanalyse (PCA) plot av lusens genuttrykk i provene tatt fra oppdrettslaks (FS= farmed salmon), raye
(AC=arctic char) og sjoarret (ST= sea trout). b) Venn diagram, som viser antall gener signifikant opp- eller ned-regulert i lusene samlet
fra sjparret eller raye i forhold til lus samplet fra oppdrettsiaks. 1031 gener er bade i sjgarret og raye opp og 983 gener ned-regulert.
Antall i parentes er genene, som er signifikant minst 1.5 ganger opp- eller ned-regulert. Venn diagram laget i

https://www.interactivenn.net/(Heberle et al. 2015).

Genuttrykket i lus samplet fra de forskjellige vertene til noen av

Figur 9.

de signifikant forskjellig uttrykte genene er vist i
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Figur 9.. Eksempler av signifikant forskjellig uttrykte gener (g-verdi < 0.1, minst 1,5 ganger forskjell) i lus samplet fra oppdrettsiaks
sammenlignet med lus samplet fra sjporret eller raye a) gener som har hayere uttrykk i lus samplet fra sjgorret og raye sammenlignet
med lus fra oppdrettslaks. b) gener som har lavere uttrykk i lus samplet fra sjoarret og raye sammenlignet med lus fra oppdrettsiaks.

5.3.1 - Pavirkning av ferskvann pa genuttrykk
Lusene fra ferskvannsforsgk ble undersgkt for genuttrykket med hjelp av RNA sekvensering. Lusene fra de to
gruppene skiltes tydelig i sitt overordnete genuttrykk (Figur 10a). Eggstrengene til disse voksne hunnlusene ble
klekket og genuttrykket ble ogsa malt i dens avkom, i kopepodittene. Ogsé kopepodittene fra de to gruppene
kunne skilles tydelig i sitt overordnete genuttrykk (Figur 10b). Analysen viste ogsa at forskjellene i genuttrykk
varierte mellom voksne lus og deres avkom, slik at forskjellene mellom ferskvannsbehandlet og kontroll lus var
tydelig, men det var bare 27 (15 +12) transkripter som var regulert i bade voksne og avkom (Figur 10c).
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Figur 10. Prinsipalkomponentanalysen (PCA) plot. Pravene fra lus utsatt for ferskvann (FW) og kontroll holdt pa sjevann (SW) er
tydelig atskilt fra hverandre, voksne hunnlus (a) og deres avkom, kopepodittene (b). Antallet differensielt uttrykte gener (DEG) som er
opp- eller ned-regulerte i de forskjellige gruppene er vist i et Venn diagram (c). Bare f4 gener er bdde regulert i voksne hunner (Adfe)
og | kopepoditter (Cop) Venn diagram laget i https.//www.interactivenn.net/ (Heberle et al. 2015)

5.3.2 - Pavirkning av ferskvann pa metylering og genuttrykk

Vi finner mange gener (233), som er bade signifikant forskjellig uttrykt i voksne hunnlus og viser et signifikant
forskjellig metyleringsmanster ved posisjonen i eller ved samme gen (Figur 11). Nar man i tillegg sammenligner
genuttrykket i avkommet deres, finner vi 11 gener, som er regulert i alle tre grupper. Hvordan DNA er metylert i
kopepodittene, vet vi ikke (samplene ble bare brukt til RNA sekvenseringen) og vi kan derfor ikke si at der er en

sammenheng.
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Figur 11. Venn diagram som viser antall gener med signifikant forskjellig metyleringsrate i voksne hunnlus (Adfe RRBS) og antall
gener som er signifikant forskjellig uttrykt i voksne hunner (Adfe DE) og i kopepoditter (Cop DE). 11 gener er signifikant forskjellig
uttrykt i begge grupper og viser en signifikant forskjell i metyleringsraten i voksne hunnlus.

Dataene er tilgjengelig i Sequence Read Archive (SRA) med fglgende referansenummer:
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5.4 - Valg av spesifikke metyleringssteder basert pa resultater fra AP2 og AP3

Resultatene fra metyleringsanalysen (AP2) og fra genuttrykksanalysen (AP3) ble kombinert og differensiell
uttrykte gener, som inneholder flere differensielle metyleringssteder ble valgt. | Tabell 2 er de 8 beste
kandidatgener vist. Disse er enten bare regulert i raye, sammenlignet med oppdrettslaks (2 gener), i sjgarret,
sammenlignet med oppdrettslaks (1 gen), eller i begge (5 gener).

Tabell 2 . Antall differensielt metylerte cytosiner (DMCs) funnet i lakselusgener, som har ulikt uttryk mellom oppdrettsiaks og sjoorret,
eller mellom oppdrettsiaks og raye. DMCs ble enten funnet i exonene, i intronene, i promotorregionen (Prom) eller i omrdadene som

flankerer genene (Flanker). Alle DMCs var hypermetylert. GenlD tilsvarer Ensembl GenlD EMLSAG000000xxxxx, hvor xxxxx er
sifrene i tabellen

Roye Sjoorret

GenID regulert Exoner Introner Prom Flanker regulert Exoner Introner Prom Flanker Beskrivelse

931 Opp 0 0 11 3 Opp 0 0 8 5 Peptidyl-prolyl cis-trans isomel
UDP-N-

12703 Ned 0 9 0 0 Ned 0 11 0 0 acetylglucosamine/UDPglucos
mannose transporterlike isofor

8333 Opp 0 5 0 0 Opp 0 5 0 0 Flightin-like protein

6059 - 0 0 0 0 Ned 0 10 0 0 Protein angel homolog 2

5407 Ned 0 0 0 4 Ned 0 0 0 5 Ca(2+)/calmodullnjresponswe
adenylate cyclase isoform X2

7605 Ned 5 3 0 0 - 0 0 0 0 Neurofilament heavy polypepti

7648 Opp 0 8 0 0 - 0 0 0 0 bestrophin-4 isoform X1

7651 Opp 0 4 0 0 Opp 0 4 0 0 Troponin C, isoform 1

| tillegg ble videre mulige DNA metyleringsmarkgrer identifisert (Tabell 3 og Figur 12) ved bruk ave de statistiske
metodene gimnet (Lasso and Elastic-Net Regularized Generalized Linear Models) (Friedman et al. 2010) og t-
scores eller ved hjelp av methylKit (Akalin et al. 2012). Selv om metyleringsraten ved de viste posisjoner er
signifikant forskjellig mellom lus fra de forskjellige undersgkte vertene ser vi en del overlapp og ingen av
markgrene viser et entydig mgnster.
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b Single sites (ST)
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Figur 12. DNA-metyleringsmarkorkandidater identifisert ved a & b) gimnet eller t-scores, c) methylKit, og d) differensiell uttrykte gener
(DEGs) med flere differensielt metylerte cytosiner (DMCs). Metyleringsraten i lus samplet fra raye (AC=Arctic char) er vist i blg, i lus
samplet fra sjporret (ST= sea trout) i grann eller fra oppadrettslaks (FS= farmed salmon) i grd. Hver prikk representerer en lus.

Tabell 3 Liste over DNA-metyleringsmarkarer som er forskjellig metylert mellom i lus fra enten raye (AC= arctic char), sjparret (ST=
sea trout) eller begge i forhold til lus fra oppdrettslaks og metoden, det ble funnet med. GenlD tilsvarer Ensembl GenlD
EMLSAG000000xxxxx, hvor xxxxx er sifrene i tabellen..

Vert Metode Scaffold Start Ende Strand DMC GenlD Region Beskrivelse
4826  Exon trypsin-1-like
LSalAtl2s254 384933 384933 + Hyper 4825 P250 PRSS1 2 3
4827 P5K  trypsin-1-like
glmnet
LSalAtl2s1402 66035 66035 - Hypo - - -
LSalAtl2s163 480304 480304 - Hyper 2840 Intron band 4.1-like protein 4 isoform X1
AC
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somatomedin-B and thrombospondin
type-1 domain-containing protein
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type-1 domain-containing protein
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Pre-mRNA-splicing factor RBM22
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5.5 - Arbeidspakke 4: Design av en diagnostisk assay basert pa artsspesifikke

metyleringssteder

| denne arbeidspakke ble en metyleringsspesifikk qPCR (MS-gPCR) assay etablert for & undersgke og validere

DNA-metyleringsendringene i spesifikke gener eller genregioner oppdaget i voksne hunnlus i AP2 og AP3 til

bruk i enkelte kopepoditter. MS-gPCR kan gi en kvantitativ vurdering av DNA-metyleringsendringer pa

spesifikke steder i genomet. Dens anvendelse for & pavise metyleringstilstanden pa disse spesifikke stedene

ble testet i nye voksne hunnlus innsamlet sommeren 2024 (AP1) og i kopepoditter klekket fra eggstrenger av

disse lusene.

Mal: Lage en MS-gPCR assay for & undersgke metyleringsstatus i spesifikke gener som ble funnet i AP2 og

AP3 til & kunne diskriminere mellom lus fra ulike fiskearter.
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En mulig metode for & validere endringer i DNA-metylering i spesifikke gener eller regioner er & designe primere
som skiller mellom metylerte og umetylerte sekvenser, og deretter bruke RT-gPCR til & méle genuttrykket.
Denne metoden kalles metyleringsspesifikk gqPCR (MS-qPCR) og er en sveert sensitiv metode som kan utfgres
med sveert lite utgangsmateriale.

MS-gPCR kan gi en kvantitativ vurdering av DNA-metyleringsendringer pa spesifikke CpG-steder. Det fgrste
trinnet i metoden er & bruke bisulfittbehandling for & omdanne umetylerte cytosiner til uracil, mens metylerte
cytosiner forblir uendret. Deretter designes primere som spesifikt amplifiserer enten metylerte eller ikke
metylerte sekvenser, og gPCR utfgres for & male mengden amplifisert produkt for hver type sekvens. Ved a
sammenligne nivdene av metylerte og ikke metylerte produkter kan graden av DNA-metylering kvantifiseres.
Men det er ikke bare en utfordring a finne spesifikke steder, som kan brukes til & skille opphav av lusene, men
DNA regionen rundt disse stedene ma i tillegg veere egnet til & konstruere spesifikke primere. To forskjellige
markgrer ble valgt (Figur 13). Begge posisjoner viser signifikante forskjeller i metyleringsraten mellom lus fra
sjggrret sammenlignet med lus fra oppdrettslaks, men er ikke entydig.

Marker 1
=== Fs
LS alAli2s 18]435876]+ | U
0 25 50 75 100

Methylation rate (25)

Marker 2
B 5T 5 ac FS

. :.1'_1':_%. e

LSalAtiZs 200(6368381+1 —% L —_—

0 5 50 75 100

Methylation rate (%)

Figur 13 Utvalgte markarer for konstruksjon av MS-qPCR assayer. Assayene ble kaldt marker 1 og marker 2. Metyleringsraten i lus
samplet fra raye (AC=Arctic char) er vist i b, i lus samplet fra sjoorret (ST= sea trout) i grann eller fra oppdrettslaks (FS= farmed
salmon) i gra. Hver prikk representerer en Ius..

Spesifikke primere til bAde markarer kunne lages, men det viste seg, at assayen, som skulle méale metylering i
marker 2 ikke virket. Men assayen til marker 1 kunne skille mellom forskjellig metylert cytosin ved den valgte
posisjon, som standardkurven viser (Figur 14a). Voksne hunnlus samplet i 2024 (AP1) fra sjggrret og
oppdrettslaks ble undersgkt for metyleringsmgnsteret ved posisjon til markegr 1 med hjelp av den utviklete
assayen. Nye lus ble brukt til & validere funnene fra DNA sekvenseringsanalysen gjennomfart med lus samplet i
2023. Med & undersgke nye lus forsikrer man seg at markaren virkelig skiller mellom lus samplet fra sj@arret
sammenlignet med lus samplet fra oppdrettslaks og at ingen bias i pravene fra 2023 er ansvarlig for resultatet.
Resultatene er vist i Figur 14b. Lusene var signifikant forskjellig i metyleringsraten av cytosin ved dette posisjon
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og kunne dermed verifisere funnene fra 2023. Men som forventet, kunne metyleringsraten ikke skille lusene fra
de forskjellige vertene entydig fra hverandre. En mulig Igsning til dette problemet kunne vaere a lage flere
assayer, som til sammen viser et entydig resultat. Analysene vist til n& ble gjord ved voksne hunnlus av kjent
opphav. | siste skritt skulle det undersgkes, om voksne hunnlusene overfgrer metyleringsmgnster ved den
undersgkte posisjonen til avkommene sine og om metoden er egnet til & skille kopepoditter fra mgdrene fra
forskjellige verter. For dette formal ble metyleringsraten ved marker 1 malt i kopepodittene som var avkom av
lusene samplet i 2024 og méalt med MS-qPCR assayen. Metyleringsraten ble malt pa enkelte kopepoditter og pa
flere kopepoditter fra samme mor (batch med 100 til 200 kopepoditter). Resultatene for batch malingene av
kopepoditter er vist i Figur 14c.

a , b C
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Figur 14. Resultater fra MS-gPCR assay til marker 1 a) standardkurve med syntetisk DNA gjenspeiling 0-40% metylering, b) voksne
hunnlus samplet fra sjgarret og oppadrettsiaks i 2024 undersokt med assayen for marker 1 viste signifikant forskjell i metyleringsraten
ved dette posisfjon, sjearret n=38, Opparettsiaks n=42, Atl.O = Atlantisk oppdrettslaks c) kopepodittene, som var avkom til lusene malt
i (b) ble undersokt med samme assayen. En signifikant forskjell kunne pavises, sjporret n=10, Oppdrettslaks n=1c

Der er en signifikant forskjell i metyleringsraten ved posisjonen av markgr 1 i kopepodittene som er avkom av
mgdrene fra sjggrret sammenlignet med madrene fra oppdrettslaks. Dessverre er resultatene som forventet
ikke entydig her heller. Maling av metylering i enkelte kopepoditter var med den anvendte metoden dessverre
under deteksjonsgrensen. Resultatene viser, at det er prinsipielt mulig & bruke metyleringsraten av cytosin ved
spesifikke posisjoner til & skille lus fra forskjellig opphav. Men til & kunne anvende metoden kreves flere
optimaliseringer. Der trenges flere assayer, som kunne utvikles basert pa resultatene innhentet i AP2 og AP3,
som i en helhet ville gi et entydig resultat. Dessuten viste assayen seg a ikke vaere sensitiv nok til & male
metylering i enkelte kopepoditter. Fiksering av kopepodittene pa RNA later er muligens ikke optimalt, men ble
brukt til & vaere konsekvent i anvendelse av fikseringsmetoden. A bruke RNA later var ngdvendig for lusene
samplet i 2023 til bruk for DNA og RNA sekvensering, men DNA utbytte i etanolfikserte prgver er vanligvis
bedre. Optimalisering av selve assayen kunne ogsa hjelpe.
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| dette prosjektet kunne det vises ulike metyleringsmgnstre i DNAet fra lus plukket fra oppdrettslaks
sammenlignet med lus fra sjaarret eller rgye og dermed at det er prinsipielt mulig & bruke metyleringsraten av
cytosin til & skille lus fra forskjellig opphav. Disse forskjellene var statistisk signifikante, men prosjektet fant
ingen enkelposisjon som alene kan identifisere opphav. Selv om stgrste delen av lusene fra en gruppe viste
hagyere eller lavere metyleringsraten ved den spesifikke CpG posisjonen i forhold til lus fra den andre gruppen,
var der lus som ikke passet inn i mgnsteret. Dette skyldes sannsynligvis blant annet, at metyleringsraten i
lakselus er generelt veldig lav og dermed forskjeller i metyleringsraten sma. Metyleringsraten i genomet til
lakselusen var ikke kjent fra far og er ogsa et resultat oppnadd it dette prosjektet. Sannsynligvis vil bruk av flere
parallelle assayer, lgse dette problemet, men grunnet den korte prosjektperiode var det ikke mulig & undersgke
dette. Den gjennomfarte metyleringsanalysen fra prosjektet kan brukes som grunnlag for & etablere flere
assayer.

Prosjektresultatene viser ogsa at det var mulig & lage en MS-qPCR assay, som maler metyleringsraten ved en
spesifikk posisjon i lakselus. MS gPCR-assayer er en sensitiv metode for & kvantifisere CpG-metylering ved en
spesifikk posisjon, som kan brukes med standardutstyr i mange laboratorier. Selv om posisjonen valgt viste seg
ikke & veere optimal siden den ikke kunne skille entydig lus fra de undersgkte gruppene (som beskrevet
ovenfor) viste malinger utfgrt med assayen signifikante forskjeller i metyleringsraten mellom voksne hunnlus
samplet fra sjggrret sammenlignet med lus samplet fra oppdrettslaks ved den spesifikke posisjonen. Dette ble
validert med ny innsamlete lus som hadde samme mgnsteret i. Om det hadde veert en bias i de farste pravene
som farte til metyleringsforskjeller i dette posisjonen mellom gruppene ville man ikke finne samme mgnsteret i
nye lus. Det kunne dessuten vises, at metyleringsraten ved den spesifikke posisjonen ogsa kunne finnes igjen i
avkommene til de malte voksne hunnlus. Forskjellene i kopepodittene var signifikant, men enda svakere.
Sensitiviteten til assayen var ikke god nok til & méale metyleringsraten i enkelte kopepoditter, men bare i batcher
av omtrent 100 kopepoditter (samplet fra samme eggstreng). Optimaliseringen av fikseringsmetoden til
kopepodittene og til assayen kunne muligens Igse dette problemet. Kopepodittene var i samsvar med de andre
pravene fiksert pa RNA later. Bruk av RNA later var ngdvendig for de voksne hunnlusene samplet i 2023 til bruk
for samordnet DNA og RNA sekvensering, men DNA utbytte i etanolfikserte praver er vanligvis bedre.
Tidsrammen av prosjektet tillot ikke optimaliseringen av selve assayen. Selv om resultatene mellom lus samplet
i 2023 og 2024 samsvarte, ville en videre validering av assayen med flere praver (bade voksne hunnlus og
deres avkom) veere ngdvendig.

For & kunne anvende metoden trenges det videre utvikling som beskrevet ovenfor. Om dette ville fgre i mal og
metoden kunne anvendes pa frittlevende kopepoditter i havet, kunne resultatene hjelpe til & verifisere resultater
fra hydrodynamiske-biologiske modellene som blir brukt til & modellere spredning av lakseluslarver i havet.
Kunnskap om spredning av luselarver kan blant annet hjelpe ved koordinering av avlusning eller ved plassering
av merdene.

6.1 - Hovedfunn

« Der er signifikante forskjeller i DNA-metyleringsmgnsteret og genuttrykket mellom lus samlet fra oppdrettslaks,
sjgarret og raye.

« Selv om forskjellene ved de spesifikke posisjonene er signifikante p& gruppenivaet, er ingen av forskjellene
entydige nar man ser pd individuelle lus. Bruk av flere markarer kunne muligens lgse dette problemet.
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* En MS-gPCR assay, en assay som kan skille metyleringsraten ved en spesifikk posisjon, ble utviklet for en
posisjon som ble funnet & ha forskjellig metyleringsrate i lus fra oppdrettslaks sammenlignet med lus fra sj@arret
eller raye.

 Metyleringsraten malt med assayen viste signifikante forskjeller bade i voksne hunnlus og i deres avkom, men
metoden var under de brukte forholdene ikke sensitiv nok til & méle metyleringsraten i enkelte kopepoditter.
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