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Sammendrag

Lakselus er i dag et stort problem for oppdrettsneeringen. Trafikklyssystemet er utviklet for a
overvake, kontrollere og begrense spredningen av lakselus. En av utfordringene knyttet til
trafikklyssystemet, er & validere om antall planktoniske lakseluslarver i gitt omrade,
reflekterer virkeligheten. Videre blir antallet ngdvendige praver for  oppna representativ
data, pavirket av tidsbruk og prosesseringskapasitet. Denne bacheloroppgaven tar for seg
utviklingen av et flow-system som tilrettelegger for bruken av kunstig intelligens til

analysering av organismer i planktonpraver.

Oppgaven omhandler utvikling av et oppsett bestaende av lupe, kamera, pumpe og
observasjonskammer. Oppgaven beskriver fire hovedprosesser; lyskilder, pumpehastighet,
kamerainnstillinger, og utvikling av et observasjonskammer. | tillegg har det blitt gjennomfart
innsamling og behandling av planktonprever, og dyrking av lakseluslarver. Ferske
planktonprgver ble benyttet som observasjonsgrunnlag til utvikling av flow-systemet. Det ble
gjennomfart forsgk med kameraet, lupe og pumpens ulike innstillinger. Innsamling av
plankton ble utfart ved bruk av en planktonhav. For a samsvare med starrelsen til lakselusens
planktoniske stadier, ble pravematerialet filtrert til plankton i stgrrelser mellom 180-500um.
Pravene ble tilsatt etanol, og fortynnet til gnsket tetthet. Vertikal innsamlingsmetode viste til
en hgyere prgvetetthet ved innsamling. Resultatene viser til at ved filming av prgvemateriale
ga kameraopplgsningen «L 24M 6000 x 4000» sammen med lyskilde under objektbordet, og
9x forstarrelse de klareste bildene. Pumpehastighet pa 5 ml/min ga best bildekvalitet. Lavere
hastigheter farte til klarere bilder, men mer tidsbruk. Hayere hastigheter farte til redusert
bildekvalitet, men mindre tidsbruk. Resultatene viser til at flow-systemet ga videoer av god

nok kvalitet til & kunne brukes som trenings- og valideringsdata til en Al-programvare.

De opparbeidede resultatene kan bli brukt til & bestemme hvordan man kan utvikle et
flow-system i kombinasjon med kunstig intelligens, for analysering av organismer i en

planktonprave.



Abstract

Salmon lice are a major problem for the aquaculture industry today. The traffic light system
has been developed to monitor, control, and limit the spread of salmon lice. One of the
challenges associated with the traffic light system is to validate whether the number of
planktonic salmon lice larvae in a given area, reflects reality. This bachelor's thesis deals with
the development of a flow system that facilitates the use of artificial intelligence for counting

and identifying salmon lice larvae in plankton samples.

The thesis deals with the development of a setup consisting of a microscope, camera, pump,
and observation chamber. The thesis describes four main processes: light sources, pump
speed, camera settings, and the development of an observation chamber. The thesis also
describes processes as collection of plankton samples and cultivating salmon lice. Fresh
plankton samples have been used as basis of observation for the development of the flow-
system. There has been conducted experiments with camera, microscope, and the pump’s
different settings. Collection of plankton has been done with a plankton net. To match the size
of the salmon lice platonic stages, the plankton was filtered to be in a size from 180-500um.
Ethanol were added to the plankton samples, before they were diluted to the desired density.
Vertical collection method resulted in a higher sample density. The results indicate that
filming with the camera setting «L 24M 6000 x 4000» in combination with a light source
under the object table, and a 9x magnification provided the clearest pictures. A pump speed at
5ml/min gave the best pictures. A lower pump speed resulted in better image quality, but
more time usage. A higher pump speed resulted in a reduced image quality, but with lower
time usage. The results indicate that the flow-system provided videos of sufficient quality to

be used as training data for Al-software.

The results attained from this thesis can be used to develop a flow-system in combination

with artificial intelligence, for analyzing organisms in a plankton sample.
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Denne bacheloroppgaven er skrevet av studenter ved Biomarin Innovasjon, NTNU Alesund.
Temaet for oppgaven baserer seg pa metodene og modellene som benyttes for innsamling og
registrering av lakseluslarver. Bacheloroppgaven tar for seg utvikling av et flow-system, som
sammen med kunstig intelligens kan analysere organismer i planktonprgver. Oppgaven har
gitt god innsikt i hvordan dagens modeller benyttes, samt utfordringene knyttet til registrering

av lakseluslarver.
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1.0 Innledning

Norsk oppdrettsnaering har hatt eksponentiell vekst siden naeringen fikk sitt fotfeste pa tidlig
60-tallet. Norge har etablert seg som den sterste eksportgren av oppdrettslaks i verden. Siden
2009 har lakseeksportens verdi tredoblet, med en samlet eksportverdi pa om lag 72,5
milliarder kroner i 2019 (SSB, 2020). Lakselus (Lepeophtheirus salmonis), er en av
naeringens sterste utfordringer. Lakselusens hgye resistens og hyppig formeringsevne,
medfarer bade gkonomiske og velferdsmessige utfordringer. | 2018 ble det eksportert norsk
laks til en verdi av 64, 5 milliarder kroner (SSB, 2020). Samme ar ble det brukt over 5,2
milliarder kroner pa tiltak knyttet direkte opp mot bekjempelse av lakselus (llaks, 2018). Den
kraftige gkningen av lakselus har ogsa pavirket norsk villfisk, med rapporterte tilfeller av
infiseringer pa bade villaks og villgrret (Grimnes et al. 1999). 1 2010 — 2014 ble det anslatt
arlig tap av 50 000 villaks som falge av lakselus, noe representerer om lag 10% av den totale
villaksbestanden (Karlsen, 2019).

Pa bakgrunn av utfordringene er det iverksatt tiltak for a begrense ytterlige vekst av lakselus.
Fiskeridirektoratet publiserte i 2018 en forskrift som hadde som formal: «a redusere
forekomsten av lakselus slik at skadevirkningene pa fisk i akvakulturanlegg og i viltlevende
bestander av laksefisk minimaliseres, samt redusere og bekjempe resistensutvikling hos
lakselus» (Lovdata, 2016). De implementerte tiltakene bestar av modeller for registrering og
loggfering av lusebestanden i utsatte omrader. Metodikken bak disse modellene har blitt
kritisert, ettersom de er tidkrevende og utfordrende & validere (Sjemat Norge, 2020). Til
utbedring av modellene har det blitt gjennomfart studier som sammenligner metoder for
registrering av lakseluslarver (Bui et al., 2021). Felles for metodene er at de ikke gir et
dekkende bilde av antall lakseluslarver i et omrade i sanntid. En mulig forbedring av dagens
metoder er ved bruk av kunstig intelligens hvor det kan lages automatiske modeller for
gjenkjenning av lakselusens ulike stadier. Et slikt Al-system krever imidlertid trenings- og

valideringsdata i form av bilder av lakselusens ulike stadier.



1.1 Lakselusens biologi

Lakselus er en ektoparasitt som kan infisere all laksefisk (Nicholls, 2017). I omrader med mye
oppdrett av laksefisk har det de siste arene veert en stor gkning av antall lakselus (Dalvin,
2018). Lusen spiser laksens skinn og blod. Dette medfgrer bade redusert vekst og svekket
helsetilstand hos fisken. Lakselusen utvikler seg gjennom atte livsstadier, og
utviklingshastighet er blant annet avhengig av temperaturen i sjgen. Haye temperaturer korter

ned tiden fra lakselusen klekker, og til den nar det siste utviklingsstadiet (Hamre et al., 2013).
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Figur 1. Lakselusens livssyklus. Figuren illustrer lakselusens frittsvemmende, infeksigse og

parasittiske utviklingsstadium. Hentet fra: (Igboeli et al., 2014).

Voksen hann- og hunnlus nar lengder opp til 5- og 10 mm. Livssyklusen er karakterisert ut
ifra atte stadier, hvor hvert av stadiene videreutvikles gjennom skallskifte: to planktoniske
stadier, ett infeksigst copepoditt-stadie, to parasittiske chalimus-stadier, to bevegelige stadier

og et siste bevegelig stadie hvor lusen oppnar kjgnnsmodning (Hamre et al., 2009).



I de to farste stadiene, Nauplius og Copepoditt, er lusen planktonisk. Levetiden til
copepoditten varierer alt fra en uke til en maned, avhengig av temperatur (Sandvik, 2019).
Overlevelsesraten til copepoditten etter infeksjon pa en vert, er stgrre ved 12°C, enn ved 7°C.
(Hamre et al., 2009). Undersgkelser av lakselusens planktoniske stadier i frie vannmasser,
herunder nauplius og copepoditt, vil kunne si noe om det aktuelle lusenivaet og smittepresset

som oppstar i fjordene.
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Figur 2. Oversikt over lakselusens planktoniske stadier. Sammenligning av nauplius-stadiet

hentet fra havforskningsinstituttets modell (a), mot egenprodusert bilde (b).

De planktoniske stadiene nauplius og copepoditt er stadiene man gnsker a fa et anslag over
nar man innsamler planktonprgver. Modellene som brukes ma kunne skille nauplius og

copepoditt fra andre dyreplankton, ved telling og identifisering.

1.2 Forekomst av dyreplankton i nord-atlantiske vannmasser

Dyreplankton eller «zooplankton», er fellesbetegnelsen for en rekke sma dyr som flyter eller
driver fritt i vannmassene. Mange av artene foretar sesongmessige vertikalvandringer. Om
vinteren star de pa flere hundre meters dyp og beveger seg opp til overflaten om varen og
sommeren (Harris et al., 2000). Flere av artene foretar ogsa daglig vertikalvandring. Disse
artene oppholder seg i dypere vannlag midt pa dagen, og nermere overflaten i de markere
delene av dggnet. Dyreplankton har forholdsvis kort liv, og sma arter kan ha flere

generasjoner i lgpet av et ar (Dommasnes et al., 2008).



Figur 3. Oversikt over noen ulike dyreplankton og geleplankton som finnes i norske farvann
(Harris et al., 2000).

Blant dyreplankton er ulike arter av hoppekreps, krepsdyr og amfipoder de viktigste
organismene i Norskehavet. Hoppekreps opptrer i store konsentrasjoner, og utgjar 80-90% av
den samlede biomassen av dyreplanktonet i de atlantiske havomradene (Skogen et al., 2007).
Andre vanlige planktonorganismer som opptrer hyppig i vannlagene, er pilormer og

geléplankton. Fiskeegg og larver defineres ogsa som dyreplankton (Skogen et al., 2007).

Maneter, ribbemaneter og salper er effektive beite- og rovdyr, og kan, nar de opptrer i store
tettheter, ha en betydelig innvirkning pa energiflyten i gkosystemet. Geléplankton inngar ikke
positivt i utnyttbare neeringskjeder. Videre er det vanskelig a samle opp og identifisere/skille
de ulike artene fra hverandre. Per dags dato er det tilnaermet ingen overvaking av denne

planktongruppen (Dommasnes et al., 2008).



1.3 Metoder for innsamling av planktonpragver

Innsamling av planktonprever gjennomfares i hovedsak ved bruk av planktonhav. Bruk av
planktonhav kan deles inn i to ulike bruksomrader, horisontalt og vertikalt. Metodene benyttes
ved bruk av vertikal/horisontal traling eller gjennomstremning (Andersen et al., 2022). Ved
innsamling av planktonpraver blir lengde, stramhastighet og havens volum beregnet for a
fastsla antall liter filtrert sjgvann. Norske fjorder inneholder et sted mellom 0-5 copepoditter
per m2, Studier viser til funn av maksimum = 1 individ per 3 m® ved bruk av horisontale
tralinger med planktonhav (Bui et al., 2021). Lakselusens spredte utbredelse i dens fritt-
svgmmende stadier gjer innsamlingen mer utfordrende (Nelson et al., 2018). For & oppna
representativ data av antall lakseluslarver i et omrade kreves det dermed filtrering av store

mengder sjgvann, noe som vil veere utfordrende ved tradisjonell bruk av planktonhav.

Andre metoder som for eksempel bruk av pumpe kan benyttes ved innsamling av
planktonprgver. | en artikkel publisert av Hassel, et al (2013) beskrives prgvetakingsmetoder i
ulike dimensjoner. Her poengteres det at metoden bgr gjenspeile individene man gnsker
undersgkt. Ulik metodikk som ved bruk av for eksempel Multisampler, FLYGT, Harstadtral,
Gulf 111 eller Otter Surface Sampler, vil resultere i prgver som representerer ulik marin flora
(Hassel et al., 2013). Overordnet for metodene som benyttes er kravet om tilstrekkelig
kapasitet for a fa et dekkende bilde over utvalget av plankton i et gitt omrade. Taggart &
Leggett (1984) sammenlignet effektivitetsforskjellene mellom pumpe og vertikale tralinger.
Studiet viser at total mengde innsamlet plankton var tilneermet lik. Imidlertid viste bruken av
pumpe til et mer representativt utvalg av plankton, og et lavere tidsbruk (Taggart & Leggett,
1984).

1.4 Trafikklyssystemet og modeller av lakselusens planktoniske stadier

Havforskningsinstituttets hydrodynamiske spredningsmodell, overvaker og beregner mengden
planktoniske luselarver i et gitt omrade. Modellen viser hvor mange planktoniske luselarver
(copepoditter) per kvadratmeter som befinner seg i det aktuelle omradet. | det modellbaserte
overvakingssystemet gir stremmodellen NorKyst-800 informasjon om stram, temperatur og
salinitet i tre dimensjoner langs kysten og i fjordene. Basert pa kunnskap om lusebiologi,
atferd og dgdelighet beregner modellen hvordan de planktoniske stadiene til lakselus sprer

seg. Deretter estimeres tetthet av lakselus i de aktuelle omradene (Sandvik, 2016).
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Figur 4. Havforskningsinstituttets lakseluskart. Bildet viser oversikt over smittepresset i
Megre og Romsdal. Smittepresset karakteriseres ut ifra fargekoder (gult for lavt smittepress,

rgdt for hgyt smittepress). Hentet Havforskningsinstituttets nettsider.

Hvor mange lakselus som klekkes pa oppdrettsanleggene er avgjerende for at modellen skal
gi et representativt resultat. Oppdrettere er palagt til a ukentlig rapportere inn hvor mye
lakselus som er pa fisken, samt temperatur i sjgen. | tillegg rapporteres det manedlig hvor
mye fisk som er til stede ved det aktuelle anlegget. De overnevnte opplysningene benyttes til
a estimere hvor mange luselarver som klekkes i timen, i hvert anlegg langs hele kysten
(Sandvik, 2013). Videre, kan smittepresset og lakseluskartet kalibreres opp mot observasjoner
av lus pa fisk som har statt ute i vaktbur, eller mot lus pa villaks/utvandrende smolt. Ved a
analysere resultatene, kan det avklares hvor antallet luselarver utgjer en fare for de ville
laksestammene- selv i omrader hvor det ikke har blitt gjort observasjoner
(Havforskningsinstituttet, 2023). Resultatene fra den hydrodynamiske spredningsmodellen
fungerer som en statusrapport om lusenivaet langs hele norskekysten, og i fjordene.
Modelldataene inngar som en viktig del av planlegging av feltaktivitet, sluttrapportering til
Mattilsynet, Havforskningsinstituttets risikovurdering av norsk oppdrettsfisk, og

grunnlagsdata til trafikklyssystemet! (Johnsen et al., 2014).

! Trafikklyssystemet bygger pa lakselusens miljepavirkning. Resultatene av kontinuerlig overvdkning av
lakselus avgjer om oppdrettere far oke, minske eller fortsette med dagens produksjon.



1.5 Utfordringer med dagens modeller

Dagens modeller tar for seg lusepaslag i anlegg, og lakselusens biologi satt sammen med
strammodeller. Strammodellene fremviser blant annet faktorer som salinitet, vind,
temperatur, tidevann og ferskvannsretning. Parametere som omhandler lakselusens biologi,
tar for seg de biotiske faktorene som kan pavirke lakseluslarvens bevegelsesmgnster (Frank et
al., 2013). Dette kan veere i form av antagelser om dggngrader, utvikling, adferd eller
vertikalvandring. Utfordringen knyttet til disse modellene er at de ikke tar hgyde for arsaken
til gkt eller minsket luseoppblomstring. Strammen kan variere ved ulike dyp, samtidig som
det ikke finnes konkret data rundt hvilke dybder luselarver klekkes. Grunnet et dynamisk
strembilde, er oppdrettsanlegg sine lokasjoner ofte utsatt for vertikale vannbevegelser.
Modellene som benyttes i dag fremstiller dermed ikke ngdvendigvis realiteten. Pa bakgrunn
av dette er det viktig a utvikle, kalibrere og teste modellene opp mot faktisk data av antall
lakseluslarver i havet. Som substitutt til ngyaktig data blir paslaget av lakselus benyttet som et
anslag pa antall lakseluslarver i undersgkte vannmasser. Dette farer til usikkerhet rundt hvor

ngyaktige resultater modellene fremviser (Sandvik et al., 2017).

Studier viser til at spredningen av lakselus gjares i de planktoniske fasene av lakselusens
livssyklus (nauplius og copepoditt). Kunnskap rundt lusens planktoniske stadier er imidlertid
begrenset, serlig om vertikalvandring og adferd (Arne Bjern et al., 2011). Faktorer som
trekkes frem som pavirker lusens vertikalfordeling er lys og saltholdighet. Disse er
nokkelfaktorer for a kunne utarbeide bedre modeller for spredning og transport av luselarver
(Arne Bjorn et al., 2011). De er relevante for modellering av fjordene, som har store
forskjeller horisontalt og vertikalt av stram og saltholdighet. Mer forstaelse av hvordan
saltholdighet, lys og marke pavirker lusens vertikale og horisontale bevegelser, vil gi mer
detaljert data til numeriske fjordmodeller. Dette kan ogsa bedre mulighetene for beregning av
spredning, noe som kan brukes som bekjempelsestiltak mot lakselus (Arne Bjgrn et al., 2011).
Havforskningsinstituttets rapport nr. 12-2017 fremhever at valideringen av dagens modeller er
utfordrende. Rapporten trekker frem at modellene estimerer antall smittsomme lakselus, mens
observasjonene som modellen benytter er hentet fra lusetellinger gjort pa laks (Sandvik et al.,
2017). Pa bakgrunn av dette tydeliggjares behovet etter & utforme modeller som kan etablere
en klar sammenheng mellom antall lakselus i frie vannmasser, og antall lus som setter seg pa
fisken (Sandvik et al., 2017).



1.6 Metodikk for telling av luselarver

Ved telling av lakseluslarver i en planktonpreve filtreres vekk ugnskede starre planteplankton,
dyreplankton og alger. Maskestarrelsen pa filteret som brukes ma korrelere med starrelsen pa
organismen man gnsker a identifisere. Den tradisjonelle metoden for a telle lakselus i en
planktonprave gjgres ved bruk av lysmikroskopi. Ved bruk av denne metoden blir innsamlet
plankton telt manuelt. Metoden kan benyttes sammen med fluorescerende lys (Thompson et
al., 2022).

PCR (polymerasekjedereaksjon) er en metode for a identifisere antall lakseluslarver i en
prave, ved a avdekke antall DNA kopier i en luselarve (Fossum, 2021). Automated fluid
imaging er en metode som benytter seg av digitale bilder i et Flowcyntometer.
Flowcyntometeret sorterer celler i en lgsning, og tilferer vaeske med partikler til et flow-
system, hvor et kamera tar kontinuerlig bilder (Kierulf, 2022). Flow-system er en metodikk
som presenterer informasjon gjennom en flytende strgm av energi eller material (Ranger,
1981). Ved bruk av flowcyntometri blir silhuetten til de ulike partiklene fanget opp, og
lakseluselarvene kan skilles fra andre organismer ved bruk av et Al-

bildegjenkjenningsprogram.

En studie utfart i 2020, sammenlignet ulike metoder for telling og registrering av lakselus.
Hensikten var & avdekke hvilke metoder som viste seg til a veere tidsbesparende og
kostnadseffektive (Bui et al., 2021). Studiet la til grunn at tradisjonell telling av larver med
lysmikroskopi gir hgyest presisjon, men er bade dyrt og tidkrevende. Metoden krever hgy
kompetanse for & unnga at luselarver blir oversett. Fluorescerende lys kortet ned tiden av
selve tellingen, men krevde preparering av prgvene og lagring over tid. PCR-metodene viste
til hgy presisjon, men med varierende ngyaktighet fra prove til prave. Tidsbruken ved telling-
0g registrering varierer etter nar pa aret man samler inn prgver. Hvor effektivt man teller
organismene i planktonprgvene, vil ogsa variere fra person til person. Metodikken forbundet
med telling av plankton, er knyttet til relativt krevende prosesser. Flow-systemet denne

oppgaven presenterer vil forenkle disse prosessene.



1.7 Kunstig intelligens

Al (artificial intelligence), kan defineres som «en robot eller datamaskin sin evne til & utfare
oppgaver som vanligvis blir gjort av mennesker ettersom det krever intelligens og
dgmmekraft» (Copeland, 2023). Ved utvikling av Al, ma programmet trenes opp for a kunne
utfare den konkrete oppgaven den er bygget for a gjare. Dette gjeres ved & mate programmet
med eksempeldata og treningsdata. Datasettet deles inn i to deler; et for trening og et for
validering. Programmet benytter seg av ulike teknikker og matematiske modeller for &
analysere, trekke erfaringer og sammenhenger mellom ulike datasett (PWC, 2023). Al blir i
dag benyttet for & detektere, identifisere og klassifisere ulike arter dyreplankton.
Forskningsartikkelen Lou, et al (2018) beskriver ulike teknikker brukt for a trene opp Al-
programvare. En av teknikkene de benytter seg av er kalt «transfer learning» og blir brukt for
a fremskynde treningstiden til Al-programmet. Artikkelen beskriver ogsa en teknikk (Mask R-
CNN) for telling av antall individer i en planktonprgve. Mask R-CNN gjorde det mulig a

automatisere telleprosessen (Luo et al., 2018).

1.8 Bruk av kunstig intelligens til identifisering av plankton

En bacheloroppgave ved NTNU Alesund beskriver utvikling av mer effektive metoder for &
registrere lakseluslarver (Jensen et al., 2021). Oppgaven benyttet seg av et kamera-montert
mikroskop for a fotografere lakselus i planktonpraver. Forskningen konkluderte med at
98,41% av lakselusen ble identifisert ved bruk av den utviklede metoden. Forskingen viser til

muligheter innenfor Al utvikling som et potensielt alternativ for effektiv telling.

En artikkel publisert i 2018 beskriver nevrale nettverk (Convolutional neural networks)
sammen med videoanalyse for gjenkjennelse av fytoplankton i frie vannmasser. Ved
gjennomfaring av forskningen ble det benyttet et FlowCam, som kombinerer digital
videobehandling, strammingscytometri og mikroskop i ett og samme verktey (Lloret et al.,
2018). Sammensatt danner dette et dekkende bilde over mengden fytoplakton i en
planktonprave. Avansert maskinlaering med nevrale nettverk kan automatisere metoder for &
fastsla utbredelsen av plankton. Automatiseringen resulterer i mer effektive og presise
resultater, enn hvis samme prgve blir registrert gjennom tradisjonelle metoder (Gonzéalez et
al., 2019).



Kaichang Cheng (2019), tar for seg problematikken knyttet til registrering av omfattende
mengder planktonprgver. Pa bakgrunn av dette ble det utviklet et bildegjenkjenningssystem
som ved hjelp av konvolusjonelle nevrale nettverk (CNN), og automatisk klassifisering av
bildene, vil forenkle registreringsprosesser. Resultatene viste til at CNN modellene ga ResNet
502 en gjenkjenningsgrad pa 95.52 % og 94.13%. Studiet viser til at bruk av kameraoppsett
med bildegjenkjennings-programvare kan gke effektiviteten ved gjennomfgring av

planktonregistrering (Cheng et al., 2019).

1.9. Formél

Institutt for biologiske fag i Alesund (IBA) ser p4 mulighetene til & knytte kunstig intelligens
opp mot analysering av lakseluslarver i planktonprever. Det er pagdende utvikling av en Al-
programvare som skal identifisere og registrere ulikt plankton i ferske planktonprever.
Imidlertid er prosjektet avhengig et flow-system som kan benytte ferske planktonprever til
trenings-og valideringsdata til Al-programvaren. Det endelige malet er et stasjonart oppsett

hvor ferskt plankton kan pumpes direkte fra sjoen til flow-systemet, og analyseres 1 sanntid.

Formalet med bacheloroppgaven er a utvikle et flow-system som kan benyttes sammen med

Al til analysering av organismer i ferske planktonpraver.

2 ResNet 50: Residual network, en spesifikk type convolutional neural network introdusert av Kaichang Cheng i
studien «Enhanced convolutional neural network for plankton identification and enumeration»
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2.0 Materiale og metoder

2.1 Innsamling og behandling av planktonprgver

Innsamling av plankton ble utfart ved bruk av en planktonhav (Figur 5).

Planktonhaven bestod av et sylinderformet nett med en maskestarrelse pa 1000 pm. Enden er
utstyrt med et tau som gjer det mulig & knyte igjen haven. Planktonet kan dermed tammes
over i en beholder etter bruk. Haven er utstyrt med harpe, sngre og lodd. Kombinasjonen av

disse gjar det mulig a utfare diverse metoder for innsamling av plankton.

Figur S. Planktonhadv benyttet til innsamling av plankton ved bruk av horisontal

innsamlingsmetode. Spesifikasjoner; Lengde; 5 meter, Apning; 50 cm i diameter.

Innsamling av plankton ble utfart ved fem forskjellige lokaliteter; Gudmundset (62°27'11.4"N
6°36'15.3"@), 03.02.2023, Tueneset (62°28'15" N 6° 9' 17"@), 19.03.23, Aspevagen (62° 22'
17" N 6°1'35"@), 28.03.23, Steinvagneset (62° 28' 20.15" N 6° 7' 18.84"@), 14.04.23 og
Sandvika (62° 27' 56.41" N 6° 5' 37.78" @) 24.04.23.

Det ble benyttet to metoder for innsamling; vertikal (traling) og horisontal
(gjennomstrgmning). Ved horisontal innsamling ble planktonhaven lagt i sjgen pa foretrukken
dybde. Dybden varierte fra 0-2 meter, avhengig av lokasjon og var/stramforhold. | darlige

veerforhold ble harpe og lodd benyttet til & fa haven til & ligge i ro i sjgen. Loddet ble kastet ut
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i sjgen i en bestemt retning, og harpen knytt fast i motsatt retning. Nettet ble dermed liggende
strakt i sjgen. Haven 13 i sjgen i 20 minutter.

Ved vertikal innsamling ble det utfart atte tralinger pa hver av lokalitetene. Loddet ble kastet
ut i sjgen for & fa haven til & synke raskt til bunn. Dybden pa de ulike lokalitetene ble anslatt
til & vaere 12-15 meter. Etter at hdven nadde bunnen, ble den dratt vertikalt gjennom vannet.
Innsamlet plankton ble tilfaert en beholder. Pravematerialet ble tatt med til NTNUs

laboratorium for videre behandling.

Anslag over estimert volum filtrert sjgvann ved gjennomstremning:

Volum vann som blir filtrert = Areal x tid x strgmhastighet

Anslag over estimert volum av filtrert sjgvann ved vertikale tralinger:

Volum vann som blir filtrert = Areal » Dybdeintervall * Antall trdlinger

Ferske planktonprgver ble tilsatt 80% etanol. Mengden etanol ble tilpasset starrelsen pa
prgvene. Pravene ble deretter filtrert. For & samsvare med lakselusens planktoniske stadier,
ble pravene filtrert til en nedre grense pa 180 um, og en gvre grense pa 500 um. De ulike
pravene ble overfart til beholdere markert med navn, dato, sterrelsessjikte (um) og

innsamlingsmetode (horisontal/vertikal).

Figur 6. Filtrering av planktonprgve. Planktonpraven ble filtrert med en nedre grense pa 180
um, og en gvre grense pa 500 um. Ugnskede mindre partikler og sterre plante- og

dyreplankton ble filtrert vekk.
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2.2 Dyrking av lakselus og eggstrenger

Havforskningsinstituttets lakseluskart (Figur 4) indikerte at luselarver ikke ville vere til stede
i prevene. Kjgnnsmoden lakselus og eggstrenger ble innsamlet fra SalMars oppdrettsanlegg
pa Gudmundset. Luselarver ble dyrket frem pa laboratoriets kjglerom i to separate kar fylt
med filtrert sjgvann. Kjglerommet holdt en temperatur pa 7 °C. Karene var tilkoblet en
oksygenpumpe. Tilfgrselen av oksygen skapte bevegelse i vannet. Bevegelsen i vannet
forhindret oppsamling av eggstrenger og larver i bunn av karene. Uten tilstrekkelig
oppfelging ved farste dyrking, fordampet sjgvannet som faglge av oksygentilfgrselen

(Figur 7 b). Ved videre dyrking ble det tatt hgyde for fordampning. For a forhindre ugnsket

gkning i salinitet ble det tilsatt filtrert vann etter behov.

a)

Figur 7. a) Dyrking av lakseluslarver og eggstrenger. b) krystalldannelsen som fulgte av

fordamping.
Etter farste parti, ble dyrking og klekking av lakseluslarver flyttet til Atlanterhavsparkens

fasiliteter. Det benyttede kjglerommet ble satt til en temperatur pa 15 °C. Det ble benyttet

levende og dade luselarver som observasjonsgrunnlag til utvikling av flow-systemet.
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2.3 GHL Doser 2 pumpesystem

Til utvikling av flow-systemet ble det benyttet en GHL Doser 2 som pumpesystem. Pumpen
kontrolleres via programvaren Doser GM. Pumpen er designet med to ulike slanger, én som
plasseres i planktonprgven, og én som plasseres inn i flow-systemet. Det var hovedsakelig
hastigheten pa volumet som ble pumpet ut som matte tilpasses. For a fastsla hvilken
hastighetsinnstilling som ga best videokvalitet ble det gjennomfgrt et forsgk, hvor hastigheten
pa pumpen ble vurdert opp mot bildekvaliteten. Forsgket benyttet seg av planktonprgver med
en gvre filtreringsgrense pa 500 um. Det ble ikke benyttet en nedre grense pa
starrelsessortering. Formalet med a fjerne en nedre filtreringsgrense, var a undersgke om
mindre plankton og partikler ville sette seg fast i pumpen, eller et av systemets andre
komponenter. Prgvematerialet hadde moderat tetthet og ble justert etter behov.

Innstilling 3: 20 ml planktonprgve pa hastighet 28 ml/min )
Innstilling 2: 20 ml planktonprgve pa hastighet 16 ml/min

— Resultat 3.1

Innstilling 1: 20 ml planktonprgve pa hastighet 9 ml/min

Innstilling 0: 20 ml planktonprave pa hastighet 5 ml/min

Programvareinnstillingene som ble benyttet var:

o Max. kapasitet = 500 ml

) Min. kapasitet = %% av total prgve
. Hurtighet = 0 (slow).

o Dosering = Etter behov.

Figur 8. GHL Doser 2 pumpesystemet tilkoblet ‘
datamaskin. Programvaren vises pa dataskjermen Vo

Det ble gjennomfart forsgk med ulik tetthet i prevematerialet. Prgvemateriale med ulik tetthet
ble pumpet gjennom systemet med en hastighet pa 5 ml/min. Hensikten med forsgket var a
undersgke hvilken tetthet som var best til identifisering av organismer, samtidig som det viste

et representativt utvalg ulikt plankton.
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2.4 Lupe og kamerasystem

Lupen som ble benyttet er Leica Wild M8 sammen med en LM Scope C-Mount. For
fotografering og opptak av video ble et speilreflekskamera montert pa lupen (Figur 9 b).
Lupen tilbyr et forstarrelsesomrade pa 6x til 50x. For & avdekke hvilke forstgrrelser som var
hensiktsmessig & benytte, ble det gjennomfart en systematisk gjennomgang av lupens
innstillinger. Det ble benyttet forstarrelser mellom 9-18x. Objektbordet til lupen er utstyrt
med et vendespeil med to sider. Den ene siden bestar av et reflekterende speil og den andre av
en matt hvit overflate. Det ble utfgrt forsgk for a avgjere hvilken side av vendespeilet som var
hensiktsmessig a bruke. Belysning fra ulike vinkler ble testet. Fotografering og opptak av
video ble gjort ved bruk av speilreflekskameraet Canon EOS 80D (Figur 9 a). Det ble
gjennomfart forsgk med ulike opplgsninger for a fastsla hvilke bildeinnstillinger som ga
klarest bilder. Lukkehastighet ble satt pa auto. 1SO ble innstilt pa 400. Exposure comp/AEB
setting ble innstilt pa -0.5, med picture style auto. For opptak av video ble det benyttet de
samme innstillingene som ved billedtagning. Innstillingene ble valgt som et godt
utgangspunkt til billedtakning av organismer i bevegelse. Ved videotakning ble det tatt 50
bilder i sekundet. Kameraet var koblet til en skjerm ved bruk av HDMI-kabel og adapter.
Skjermen gjorde det mulig & observere prgvematerialet i sanntid.

a)

Figur 9. Lupe og kamera. a) Canon EOS 80D speilreflekskamera. b) Leica Wild M8

stereolupe med montert kamera.
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2.5 Utvikling av et observasjonskammer

Det ble utformet en skisse over hvordan observasjonskammeret ville se ut (Figur 10). Det ble
ngdvendig a sikre fri flyt av prevene, slik at prevematerialet kunne samles opp og brukes pa
nytt. Videre matte det bores hull i riktige dimensjoner for a passe ulike pumpeslanger.
Pumpeslangene bestar av to, 15 cm lange polyesterarmerte (PVC) slanger. Slangene har en
diameter pd 2,5mm. Starrelsen pa observasjonskammeret matte samsvare med lupens
objektbord. Som utgangspunkt ble det benyttet et tellekammers originale design og

spesifikasjoner.

Ssc Ellr— \oe

Figur 10. Skisse av design til utvikling av et observasjonskammer. Skissen illustrer de ulike
spesifikasjonene som ble benyttet til utformingen. Kanalene matte veere apne for sikre fri flyt

av prever, og innlgpet til pumpeslangene matte veere tett.
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For & kunne benytte observasjonskammeret i et flow-system, ble kammeret modifisert.
Atlanterhavsparkens fasiliteter ble benyttet til utformingen av kammeret. Kammeret bestar av
en rektanguler form i plast med fem kanaler. Det ble boret to hull. Et 5mm innlgp ble boret
for & samsvare med pumpeslangens spesifikasjoner. For a sikre fri flyt av vann og prever, ble
et 7mm utlgp boret i motsatt ende. Riper som fulgte av boringen, ble pusset bort ved bruk av
sandpapir med hgy korningsgrad. Utvikling av observasjonskammeret var en kontinuerlig

prosess gjennom oppgaven, hvor justeringer og endringer ble utfert etter behov.

Figur 11. lllustrasjon av utviklingen av observasjonskammeret. Bildene viser tre ulike steg

ved utformingen av observasjonskammeret. Boring av hull, pussing av kanaler og tilpassing

til pumpeslanger.
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2.6 Beskrivelse av flow-systemet

En datamaskin ble koblet til pumpen som tilfarte planktonprever til observasjonskammeret.
Prgven sto plassert pa en magnetrgrer, som sikret jevn tilfarsel av plankton gjennom
prosessen. En LED-lykt ble plassert under objektbordet. Kamerasystemet tok bilder/videoer
av prgvene som ble pumpet igjennom. | enden av observasjonskammeret ble det plassert en
beholder, hvor pravematerialet ble samlet opp. Systemet var viderekoblet til en 70°” LCD-

skjerm hvor organismene ble observert i sanntid.

b)

Figur 12. a) Ferdig utviklet flow-system. b) Prgvemateriale ble vist pa skjerm i sanntid.
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2.7 Metodikk ved telling av organismer i planktonpraver

For & avgjere om flow-systemet var egnet til videreutvikling og implementering av Al-
programvare, ble det utfgrt en komplett gjennomgang av innsamling, filtrering og telling av
organismer i en planktonpreve. Innsamlingsmetode, antall identifisere plankton, prgvetetthet,
og tidsbruk ble vektlagt. Det ble utfart forsgk for a avklare hvilken hastighet som var best til
telling av flest antall dyreplankton per minutt. En stoppeklokke ble benyttet til & ta tiden av
hvert enkelt trinn i prosessen. Ferske planktonpragver ble innsamlet ved bruk av horisontal- og
vertikal innsamlingsmetode. Pravene ble fiksert og filtrert til & omfatte et starrelsessjikte pa
180-500um og fortynnet ut i 20 ml eksemplarer. Prgvene ble pumpet gjennom flow-systemet.
Organismene ble observert pa skjerm i sanntid, og telt ved bruk av en handteller. Videre ble
planktonprave pa 500 ml pumpet gjennom flow-systemet. Hensikten var a undersgke om
GHL Doser 2 pumpet stabilt over tid. Overordnet for prosessen var a fa innsikt i tidsbruken
0g kompetansen/presisjonen som trengs til telling og identifisering av dyreplankton i ferske
prover.

Innsamling av Filtrere prove (180-
plankton 500um)

Klargjgring av lupe

Fiksere prove og kamera

Provene pumpes
gjennom flow-
systemet og
videograferes

Telle antall
dyreplankton 1
preven

Rengjering

Figur 13. Et flowchart som viser en oversikt over metodikken benyttet ved bruk av flow-
systemet. Flowchartet tok for seg prosedyren fra innsamling og behandling av
planktonpraver, til ferdige videoer.
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3.0 Resultater

3.1 Hastighet og bildekvalitet

En pumpehastighet pa 28 ml/min pumpet prgvematerialet for raskt. Hastigheten farte til
redusert bildekvalitet og det var ikke mulig & fokusere pa enkeltobjekter fra prgven. Det
samme gjaldt med en hastighet pa 16 ml/min. Med en hastighet pa 9 ml/min ble
bildekvaliteten bedre, og enkeltobjekter kunne identifiseres med relativt lav feilmargin.
Hastighet pa 5 ml/min resulterte i best bildekvalitet, og lengre observasjonstid. Dette farte til

at enkeltobjektene kunne identifiseres for de forsvant ut av bildet.

a) b)

Figur 14. a) Pumpehastighet pa 28 ml/min. b) Pumpehastighet pa 16 ml/min. c)
Pumpehastighet pa 9 ml/min. d) Pumpehastighet pa 5 ml/min.

20



3.2 Prgvetetthet i planktonpraver

Bilde a) viser planktonprgve med hgy tetthet. Mengden plankton i bildet gjorde det
utfordrende a identifisere og skille organismer fra hverandre. Tettheten farte til at organismer
bandt seg fast i hverandre. Store ansamlinger av plankton i kammerets inn- og utlep, farte til
pulserende gjennomstrgmning av vann. Bilde b) viser planktonprgve med moderat tetthet.
Organismene var mulig & identifisere og skille fra hverandre. Feerre organismer bandt seg
sammen og den pulserende effekten ble redusert. Bilde c) viser en planktonprgve med lav
tetthet. Lav tetthet forhindret organismene i & binde seg sammen, og organismene ble enklere

a identifisere.

Figur 15. Provetetthet i planktonprgver <500 um. a) planktonprgve med hgy tetthet. b)

planktonprave med moderat tetthet. c) planktonprgve med lav tetthet
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3.3 Kamerainnstillinger

Resultatene fra kamerainnstillingene viser forskjell i kvalitet ved billedtakning med ulike
opplgsninger. Under presenteres to bilder tatt med kameraets hgyeste opplgsning (Figur 16 a)
og kameraets laveste opplgsning (Figur 16 b). Endringene i kvalitet tydeliggjares nar bildene
forstgrres, og man sammenligner antall piksler (Figur 16 c) og (Figur 16 d). Ved videotakning
var kvalitetsforskjellene tydeligere. Kameraet var ikke stand til & filme med RAW-innstilling,
noe som fgrte til redusert bildekvalitet sammenlignet med fotografering. Innstillingen «L24 M

6000 x 4000» gav best kvalitet til filming av organismer i bevegelse.
a) b)
c) d)

Figur 16. Bildekvalitet ved kameraets ulike innstilinger. Bildene viser nauplier i 9x

forstgrrelse med hvit matt bakgrunn og lyskilde under objektbordet.

a) Kamerainnstilling RAW 24M 6000X4000 + L 24M 6000X4000

b) Kamerainnstilling RAW 24M 6000X4000 + S3 0.3M 720X480

c) Kamerainnstilling RAW 24M 6000X4000 + L 24M 6000X4000 (forstarret bilde)
d) Kamerainnstilling RAW 24M 6000X4000 + S3 0.3M 720X480 (forstarret bilde)
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3.4 Ulike lyskilder

Bilde a) viser bilde av en naupliuslarve med matt bakgrunn, i 9x forstgrrelse og med lyskilde
ovenfra. Ved bruk av lyskilde ovenfra kunne larven enkelt identifiseres. Bilde b) viser bilde
av en naupliuslarve i 9x forstarrelse, med reflekterende bakgrunn og lyskilde ovenfra. Ved
bruk av denne kombinasjonen var det for mye lystilfarsel, og bildene ble utydelige. Bilde c)
viser bilde av en naupliuslarve med matt bakgrunn, 9x forstarrelse og lyskilde under
objektbordet. Lyskilde under objektbordet fremhevet silhuettene, og larvens struktur var lett
gjenkjennelig. Bilde d) viser bilde av en naupliuslarve med reflekterende bakgrunn, i 9x

forstarrelse og med lys under objektbordet. Dette resulterte i at farger ble fremhevet, men

bildekvaliteten ble redusert.
a) b)

Figur 17. Lakseluslarve i 9x forstarrelse. Bilde av Nauplius | tatt med lyskilde ovenfra med
matt bakgrunn (a) og reflekterende bakgrunn (b). Bilde av Nauplius | tatt med lyskilde under
objektbordet med matt bakgrunn (c) og reflekterende bakgrunn (d).
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3.5 Planktoninnsamling og testing av flow-system

Resultatene knyttet til innsamling og testing av flowsystemet tar for seg innsamling av
plankton utfart ved Sandvika den 24.04.23. Antall dyreplankton estimeres til & vare hgyere
enn ved tidligere innsamlinger. Filtrert mengde sjgvann viste til a veere forholdsvis likt ved
begge innsamlingsmetodene. 8 vertikale tralinger i et dybdeintervall pa 0-15 meter, filtrerte
24 120 liter sjgvann. Horisontal gjennomstrgmming med strgmhastighet pa 0,1 m/s pa 2
meters dybde, i en periode pa 20 minutter, filtrerte 23 550 liter sjgvann. Metodene viste til et
tidsbruk pa 9 minutter og 30 sekunder ved 8 vertikale tralinger, og 24 minutter ved horisontal
innsamling. Med antatt stram- og trekkhastighet ved vertikale tralinger, viser resultatene til at
vertikal innsamling er en mer effektiv metode. Vertikal innsamling viste til en hgyere tetthet i

innsamlet pravemateriale.

Tabell 1. Ngkkelverdier ved innsamling av plankton. Tallene representerer tidsbruk ved de to
ulike innsamlingsmetodene, prgvetetthet etter innsamling, og et anslag over antall kubikk
filtrert.

Planktoninnsamling

Estimert kubikk Mengde
Metode filtrert Tidsbruk dyreplankton
Vertikal innsamling (8 tradl)’ 24,12 m® 9 min 30 sek Hoay
Horisontal innsamling (0,1
m/s)! 23,55 m3 24 min Moderat

3.5.1 Observerte dyreplankton

| prevematerialet fra vertikal innsamling, ble det telt 83 dyreplankton. | pravematerialet fra
horisontal innsamling ble det telt 31 dyreplankton. Prgvene hadde lik fortynningsgrad, men
ulik tetthet (Tabell 1).

Tabell 2. Tallene viser antallet identifiserbare dyreplankton som ble telt i pravene fra vertikal
og horisontal innsamling..

Observerte

dyreplankton
Metode Tetthet Mikrometer Antall
Vertikal innsamling 20 ml prave (1/19) 180 - 500 my 83 x 10311
Horisontal innsamling 20 ml prgve (1/19) 180 - 500 my 31x10°

1 Anslag over filtrerte liter ved utgangspunkt i planktonhévens spesifikasjoner (dybdeintervall 15-0 meter)
2 Anslag over stremhastigheten ved horisontal innsamling (0,1/ms)
3 Ganges i 10° for & fa et estimat over totalt antall plankton i praven
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3.5.2 Tidsbruk og observerte dyreplankton ved ulike hastigheter

Med en pumpehastighet pa 5 ml/min gjennom observasjonskammeret, ble det observert 20
dyreplankton per minutt, og 83 dyreplankton i hele prgven. Med en hastighet pa 9 ml/min ble
det observert 25 dyreplankton per minutt, og 61 dyreplankton i hele preven. Hayere
hastigheter farte til feerre identifiserbare dyreplankton. Med en hastighet pa 28 ml/min ble det

ikke mulig & gjenkjenne eller identifisere organismer.

Tabell 3. Tallene representerer antallet identifiserbare dyreplankton i praven fra vertikal

innsamling, observert per minutt ved ulik hastighet.

Observerte dyreplankton per minutt

(Vertikal innsamlingsmetode, 20 ml

prove)

Antall

Tidsbruk identifiserbare Antall dyr per
Pumpehastighet (minutter) dyreplankton minutt
5 ml/min 4 min 9 sek 83 20
9 ml/min 2 min 23 sek 61 25
16 ml/min 1 min 17 sek 12 9
28 ml/min 46 sek 0 0

3.5.3 Tidsbruk ved bruk av flow-systemet

Tidsbruk ved flow-systemet viste til 4 minutter og 9 sekunder ved gjennomkjgring av en 20ml
prave, med en hastighet pa 5 ml/min (Tabell 4). Gjennomkjaring av 500 ml prave med lik
hastighet viste til et tidsbruk pa 1 time og 43 minutter. Behandling av planktonprave viste til

et tidsbruk pa 15 minutter og 19 sekunder.

Tabell 4. Nogkkelverdier ved bruk av flow-systemet. Tabellen viser oversikten over tidsbruk
ved filtrering og fiksering, - gjennomkjgring av prevemateriale, og rengjgring av utstyr.

Tidsbruk ved flow-

systemet
Metode Tidsbruk Tidsbruk rengjering
Filtrering og fiksering av prever (180-
500um) 15 min og 19 sek 1 min
Gjennomkjering av 20 ml prgve 4 min og 9 sek 1 min
Gjennomkjaring av 500 ml pragve 1 time og 43 min 1 min
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4.0 Diskusjon

4.1 Innsamling og behandling av planktonprgver

Pravetakningen benyttet i denne oppgaven var ved bruk av planktonhav. For a fa et anslag
over mengde filtrert sjgvann med horisontal innsamlingsmetode, ma det tas utgangspunkt i
stramhastighet. Stremhastighet kan variere i det gitte tidsintervallet haven ligger i sjgen, og
beregningene pavirkes av uforutsigbare variabler som endringer i sjg eller varforhold (De
Bernardi, 1984). Anslaget blir ytterligere pavirket av ansamlinger av plankton som tetter
haven (Smith et al., 1968). Vertikale tralinger er i mindre grad pavirket av uforutsigbare
variabler. Vertikale tral er ikke avhengig av jevn stremhastighet for 2 oppna et mer ngyaktig
anslag over filtrert mengde sjgvann. Likevel, vil havens utforming skyve vann og plankton til
sides pa vei til overflaten, og pavirke estimatet. Antallet uforutsigbare variable kan reduseres
ved a benytte et digital flow meter3. Vertikale tralinger viser til hayere pravetetthet og kortere
tidsbruk ved innsamling av plankton. | prgvematerialet ble det observert de hyppigste
organismene av dyreplankton som opptrer i epipelagisk sone. Ved utvikling av et videosystem
er det gnskelig & bruke prevemateriale med stor variasjon bade i- og mellom arter, for a kunne
sammenligne anatomiske forskjeller (Schmid et al., 2016). Variasjoner i anatomiske
forskjeller i- og mellom arter kan benyttes av en Al-programvare til treningsdata og
valideringsdata. Eksempelvis har bade Nauplius | og Nauplius 11 forholdsvis lik anatomisk
oppbygging. Nauplius Il har derimot flere antenner og det vil vaere vesentlig for Al-
programvare a kunne skille mellom sma, men betydelige detaljer.

Til videreutvikling av flow-systemet vil det veere fordelaktig & automatisere
innsamlingsprosessen. Omfattende forskning krever stgrre mengder prgvemateriale, hvor de
overnevnte metodene antageligvis vil fremsta som ineffektive. Ved automatisk pumping og
innsamling av prgvemateriale vil uforutsigbare variabler og tidsbruk reduseres. Bruken av
planktonpumpe stgtter ideen om et fastmontert system eller oppsett, hvor ferske
planktonprgver kan pumpes direkte fra sjg og til flow-systemet. En ekstern planktonpumpe
ma imidlertid ta hgyde for organismer som kan pavirke innsamlingsprosessen. Geléplankton
er gelatingse organismer som kan opptre i store ansamlinger (Lucas et al., 2014).
Geléplanktons anatomiske oppbygning kan fare til at store ansamlinger vil tette pumpens

filter. For & forhindre dette bgr det inkluderes et ekstra filter ved bruk av en ekstern pumpe.

3 Utstyr son benyttes for & gi et mer ngyaktig estimat over antall kubikk filtrert ved bruk av planktonhdv.
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4.1.1 Filtrering og tetthet av prevemateriale

Ved filtrering av prevemateriale er det gnskelig a oppna et representativt utvalg dyreplankton®
som befinner seg i det samme starrelsessjikte som lakselusens planktoniske og infeksigse
stadier (nauplius, copepoditt). Lakselusens planktoniske utviklingsstadier varierer i stgrrelser
mellom 200 til 600 um (Schram, 2004). For & oppna gnsket tetthet i prevemateriale ble
planktonet fortynnet til en tetthet som ga oversiktlige bilder sammen med et representativt
utvalg plankton. Analysering av resultatene viste til at en moderat provetetthet ga gode bilder.
Organismene kunne enkelt identifiseres samtidig som det viste til et representativt utvalg. En
jevnere tetthet i prevematerialet sgrget for at ingen partikler og organismer ble hengende igjen
kammerets bunn og vegger. Pravematerialet opprettholdt en jevn hastighet gjennom flow-
systemet. Tetthetsgraden i planktonprgven ma sees i sammenheng med pravens tetthet ved
innsamling. Dyreplankton utfarer vertikalvandringer fra gvre vannlag om dagen, til dypere
vannlag pa natten (Bruus Pedersen, 2015). Tetthet ved innsamling vil dermed variere etter nar
pa degnet det tas planktonprgver, med mindre vertikale planktontralinger utfgres dypt nok til

a omfatte dyrene som utfgrer vertikalvandringer.

4.2 Dyrking av lakseluslarver

Lakselusens utviklingsstadier er sensitiv til endringer i bade temperatur og salinitet
(Johannessen, 1975). Ved farste dyrking dede kjgnnsmoden lus av forhgyet saltholdighet,
som falge av utilstrekkelig oppfeling. Klekking fant likevel sted fer salinitetsnivaet tok livet
av larvene. Klekking av luselarver ble forbedret etter at dyrking ble flyttet til
Atlanterhavsparken. Ved dyrking pa 15°C, klekket larvene seks dager etter mottaket av
eggstrenger. Imidlertid utgjorde bruken av levende eller dade luselarver ikke vesentlig
forskjell ved utvikling av flow-systemet. Det ble i hovedsak benyttet nauplier til & bestemme
gunstige lyskilder og bildekvalitet. I tilfellene hvor det ble benyttet levende lus, sa man
lite/ingen tegn til bevegelser i pravene. De sma bevegelsene som oppstod, var i form av
rykninger av naupliers antenner. Bilde og videokvaliteten av eksemplarene forble den samme,

uavhengig av luselarvenes tilstand.

4 Representativt utvalg dyreplankton: Et dekkende bilde over utvalget av dyre- og geléplankton observert i
provematerialet. Sammensetningen av ulike arter og deres anatomiske forskjeller ble benyttet til
sammenligninger og vurderinger av hensiktsmessige lys, lupe og kamerainnstillinger.
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Ulik atferd hos lakseluslarver har blitt observert i laboratorie-eksperimenter, hvor copepoditt-
stadiet viser til mer aktiv atferd enn nauplius-stadiet (Sandvik et al., 2016). Nauplier og
copepoditter viser til endringer i atferd hvis utsatt for abiotiske faktorer som lys og
stramhastighet (Boxshall & Defaye, 1993). Hvis utsatt for hgy lysintensitet, svemte
copepoditter direkte mot lyskilden uten tegn til laterale bevegelser. Ved lav lysintensitet
beveget copepoditter seg mot lyskilden i et intervallpreget svemmemagnster. Svgmmingen ble

mindre direkte og omfattet flere laterale bevegelser (Boxshall & Defaye, 1993).

Til videreutvikling og bruk av Al-programvare, vil det forholdvis veere gnskelig med levende
eller nylig-dede eksemplarer av nauplier og copepoditter. Flow-systemet som denne
oppgaven presenterer benytter seg av bade stramhastighet og lyskilder. Lyskilder med hgy
lysstyrke kan pavirke larvens atferd i flow-systemet. Hyppige og aktive bevegelser kan bli en
utfordring for et Al-system. Treningsdata i form av bevegelige organismer vil vare
avgjerende til utforming av et fungerende flow-system. | et teoretisk oppsett hvor ferske
planktonpraver pumpes inn i flowsystemet, vil det veere vesentlig at Al klarer a skille mellom
ulike typer levende organismer. Videre ma Al-systemet veere i stand til a tolke bevegelser for

a ikke registrere falske positiver/negativer.

4.3 Lyskilder og kamerainnstillinger

Tilsvarende til innstillingene benyttet til pumpen, ble kamera- og lupe innstillingene valgt pa
bakgrunn av de grunnleggende kravene til bildegjenkjenning (Cheng et al., 2019).
Innstillingene tok i hovedsak for seg opplesningsgrad og lukketid. Lukketid pa kamera
beskriver hvor lenge kameraets sensor er dpen for lys. Lang lukketid resulterer 1 mer lys som
slippes inn i linsen. Kort lukketid fryser bevegelse, mens lang lukketid fanger bevegelsen til

objektet som fotograferes (Scandinavian Photo, 2019).

Resultatene fra forsgket av kameraets ulike innstillinger viser til endringer i bildekvalitet ved
fotografering. Endringer i kvalitet ble tydeliggjort ved a forstgrre bildene i ettertid. En mulig
arsak til at endringene i kvalitet ikke sees i det originale bildet, er at innstillingene for 1SO,
lukketid og exposure comp/AEB var det samme pa alle forsgkene. En ytterligere arsak kan
veere at luselarvene okkuperer en liten del av det fullstendige motivet, og at de ikke kreves

hay bildeopplgsning for & se detaljer i bildet. I 9x forstarrelse kunne alle organismene
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observeres innenfor kameraets observasjonsareal. Ved gkt forstarrelse risikerer man at
interesseobjekt flyter gjennom observasjonskammeret utenfor kameraets synsvinkel, og kan
dermed ikke identifiseres. Ved bruk av en smalere kanal i observasjonskammeret, kan
imidlertid forstarrelsen gkes, uten at organismene forsvinner fra kameraets
observasjonsomrade. En fordel med fotografering er at bildene fanger opp detaljer som gjar
det lettere & identifisere organismer i pravene. Imidlertid har fotografering en begrensing,
ettersom det baserer seg pa stasjonzre objekter. Dersom deler av interesseobjektet ligger
utenfor kameraets synsvinkel, eller flere objekter overlapper hverandre, kan detaljer bli skjult.
Dette kan fare til utfordringer i henhold til gjenkjenning og identifisering av objektet. En
annen svakhet med gjenkjenning med bruk av bilder, er at samme interesseobjekt kan bli

fotografert flere ganger.

Kameraopplgsning viste seg til  ha en betydelig pavirkning pa bildekvaliteten ved opptak av
video, sammenlignet med fotografering. Ved a analysere resultatene fra filming av
prevemateriale med de ulike opplgsningene, ble det observert endringer i kvalitet. Filming
med hgy opplgsning ga muligheten for a fryse video og forstarre enkeltobjekter, uten at
bildekvaliteten ble redusert. Ved forstarring av enkeltobjekt pa de lavere opplgsningene

ble bildene kornete og gjorde det utfordrende a gjenkjenne anatomiske forskijeller i
planktonet. Innstillingen L 24M 6000 x 4000 ga video med best kvalitet. Imidlertid krever
filming i hgy opplgsning mer lagringsplass. Et videoeksemplar med varighet pa 4 minutter og
40 sekunder med kameraets hgyeste opplgsning, krever minnelagringsplass pa 1061 MB. Et
videoeksemplar med kameraets laveste opplgsning og lik varighet, krevde derimot 647 MB
lagringsplass. Fordelen ved bruk av video er at objektene er i konstant bevegelse, noe som
gjer det mulig a falge hvert enkelt interesseobjekt. Ved en konstant observasjon av objektet
unngar man at samme objekt blir identifisert flere ganger. Opptak av video med 50 bilder per
sekund (FPS) viste til god bildekvalitet, mindre hakking, og en jevnere flyt i videoen. Med en
pumpehastighet pa 5 ml/min tar det ca. ett sekund fra et enkeltobjekt blir fanget innenfor
synsvinkelen til kameraet, for det forsvinner. Videoopptak pa 50 FPS vil resultere i 50 bilder
av interesseobjektet. Dette er en av grunnene for at treningsdata i form av video er mer

hensiktsmessig & bruke fremfor bilder, ved utvikling av Al-programvare (Colin et al., 2017).
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4.3.1 Lyskilder

Resultatene viser til en kombinasjon mellom den matt hvite siden av vendespeilet og en
lyskilde i bunnen av objektbordet ga bilder av best kvalitet. Detaljer ble fremhevet og
silhuettene til organismene ble synligjort, noe som gjorde det mulig & gjenkjenne strukturen til
organismene. Utfordringen med en lyskilde i bunn er at det kan oppsta skyggedannelse over
organismene, noe som kan fere til usikkerhet rundt identifisering (Huang et al., 2014). Bruk
av den reflekterende overflaten i vendespeilet ga et mer naturlig bilde av interesseobjektene.
Lyset reflekterte opp mot organismene og ga en tydelig visualisering av dets mgrke og
transparente deler. En ulempe med vendespeilets reflekterende side, er at det ikke fremviste
antennene til naupliene. Lyskilde over objektbordet ga bilder med store kontraster mellom
naupliens marke og lyse sider. Naupliens struktur ble tydelig fremstilt. Imidlertid ble bildene

for lys, noe som farer til at detaljer kan bli oversett.

Det ble ikke benyttet andre lyskilder enn en LED-lykt. Lykten var ikke utstyrt med en
lysjusteringsfunksjon. Dette forte til forholdsvis svak belysning. Ved bruk av flere eller
sterkere lyskilder vil man kunne redusere lukketiden. Lang lukketid forer til at bevegelige
objekter fremstar skurrete (Mansurov, 2022). Flow-systemet baserer seg pé objekter i
bevegelse, og kort lukketid forer til klarere bilder av organismer i bevegelse. Ved for kort
lukketid, vil imidlertid kameraet ha problemer med & slippe inn tilstrekkelig mengde lys.
Dette vil resultere i merke og undereksponerte bilder/videoer. For & oppné god bildekvalitet,
ma man finne riktig balanse mellom lukketid og lys. Til videreutvikling ber flere belysninger
utprgves. Ved testing av flere belysninger far man muligheten til & utforme flere datasett til
maskinlaering. Al-programvare kan bruke datasettene til oppleering av modeller til
gjenkjenning av lakseluslarver. Dette vil igjen fare til at programvaren far et bedre
utgangspunkt.

4.4 Pumpehastighet
CNN bildegjenkjenningssystemet presentert i rapporten Cheng et al., (2019), bruker Al til &
gjenkjenne objekters silhuett i bilder. Kravene til programvarens ytelse er lokale reseptive

felt, delt vekt og skjevheter, aktivering og sammenslaing (Cheng et al., 2019). Programvarens

krav er gjennomgaende i flere Al systemer, og poengterer viktigheten av a fremstille bilder
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med hgy gjenkjenningsgrad. I planktonpraver med hgy tetthet er det utfordrende & skille ulike
organismer fra hverandre. Hastigheten prgven passerer kamera pa, ma vurderes opp mot
bildekvaliteten. Med hastighet 28 ml/min ble planktonpraven effektivt pumpet ut, men
bildekvaliteten var for utydelig til & kunne identifisere organismene. Med hastighet 16 ml/min
ble bildekvaliteten bedre, men fremdeles for uklar til & kunne skille organismene fra
hverandre. Med hastighet 9 ml/min var bildekvaliteten bedre, og enkeltobjekter kunne
observeres. Feilmarginen gkte ettersom det ikke var tilstrekkelig tid til & identifisere
organismene far de forsvant ut av bildet. Dette gjenspeiles i resultatene, hvor antall
identifiserte dyreplankton reduseres ved gkt hastighet. Med hastighet 5 ml/min kunne flere
organismer identifiseres. Tidsbruken ved hastighet 5/ml min var lengre enn de gvrige
hastighetene. Likevel, var det denne hastigheten som ga best estimat over antall dyreplankton

I proven.

4.5 Tidsbruk ved flow-systemet

I nordiske havomrader varierer planktonforekomst med sesong. Dette skyldes sesongbaserte
variasjoner i temperatur, sollys, vind og havstrammer. Ved varoppblomstring, kan antallet
planktonalger na flere millioner per liter sjgvann (Naustvoll & Kleiven, 2022). Grunnen for
dette er gkning i lys og temperatur, samtidig som at smeltevann fra land bidrar til & stabilisere
den vertikale sirkulasjonen. Dette farer til at planktonalgene holder seg i den eufotiske sonen,
og kan dermed gjennomfare fotosyntese og formere seg (Naustvoll & Kleiven, 2022).

Kutti et al (2019) registrerte variasjonen av forekomst av plankton fra mars til september.
Resultatene viser at perioden juni hadde hgyest gjennomsnittlig antall plankton med 1.15 mg
m-35. Mars hadde lavest forekomst av plankton med 0.1 mg m-3(Kutti et al., 2021). Det ble
registrert 1.7 mg m-3 dyreplankton per liter? vann i juni, og 0.2 mg m-3 dyreplankton per liter
vann i mars (Kutti et al., 2021). Livssyklus og oppblomstringer av plankton tilsier at
tidsbruken tilknyttet til innsamling av plankton vil variere med arstidene. Med utgangspunkt i
studiet kan man anta at tidshruken ved gjennomkjgring av flow-systemet, gker om lag atte
ganger fra mars til juni. @kningen skyldes av at tettheten i prgvene ikke kan veere stgrre en
hva et Al-program klarer a differensiere. Dette tilsier at det ber tilsettes atte ganger mer

fortynning i prgvene hentet i juni, enn prgvene hentet i mars for & opprettholde lik tetthet i

5 mg m~ = milligram per kubikkmeter
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prevematerialet. Resultatene viser til at det tok 1 time og 43 minutter fra behandling av 500
ml planktonprave til ferdigstilt video. Tar man utgangspunkt i at det er om lag atte ganger mer
plankton i havet i juni enn i mars, kan det antas at en fullstendig gjennomkjaring av en
planktonprave med lik tetthet vil ta 12 minutt og 36 sekunder i mars. Fortynning vil matte
reguleres etter behov. Ved bruk av en pumpe som kan regulere mengden vann og plankton

som pumpes inn i flow-systemet, vil tettheten automatisk reguleres.

Formalet med oppgaven sikter til & forenkle og effektivisere registreringsprosessen av
organismer i planktonprgver. Dette kan diskuteres opp mot tiden pumpen bruker pa & pumpe
gjennom en bestemt mengde plankton pa de ulike hastighetene. Hastighet og antall

dyreplankton per minutt/sekund, vil fungere som inngangsverdi for Al-systemer.

Resultatene viser til at 25 dyreplankton i minuttet pumpes gjennom flow-systemet med en
hastighet pa 9/ml i minuttet. | et ferdig system er dette tallet for lavt til & kunne gi ngyaktig
data rundt paslaget av ulike dyreplankton og lakseluslarver i et gitt omrade. Tidsbruken ville
ogsa veert for hay til at systemet kan regnes som effektiv. Et Al-system vil veere i stand til &
telle flere organismer i minuttet/sekundet, enn hva et menneske er i stand til (Gonzélez et al.,
2019). Videre ma pravetetthet reguleres etter Al-systemets preferanser. Hgyrere prgvetetthet
forer til at flere dyr passerer gjennom flow-systemet i minuttet. Pumpehastigheten vil ogsa
kunne reguleres. De gvrige hastighetene (>9 ml/min) gjorde det utfordrende a identifisere
organismene. Dette er imidlertid en menneskelig begrensing som et Al-system vil kunne
overkomme. Med et utgangspunkt om 0-5 copepoditter per m? kreves det filtrering av store
mengder sjgvann (Bui et al., 2021). Et dekkende bilde over anslaget av lakseluslarver i et gitt
omrade, burde dermed omfatte planktonprgver pa minimum 10 m®. Tidsbruken kan knyttes
opp mot antall plankton som pumpes gjennom flow-systemet per minutt. Et estimat over
gnsket antall dyreplankton i minuttet i et ferdig flow-system, vil veere om lag 3000 dyr i
minuttet, eller 50 dyr i sekundet. Et mer ngyaktig estimat kan oppnas gjennom regulering av
pumpehastighet, pravetetthet eller en kombinasjon av begge. Dette krever imidlertid en
pumpe med hgy nok kapasitet til & levere nok plankton, og et Al-system som kan registrere

minst 50 dyr i sekundet.
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4.6 Utvikling av observasjonskammer

Observasjonskammeret som skissen illustrerer, var ikke tilstrekkelig. Provemateriale med stor
tetthet samlet seg 1 kammerets utlep. Oppsamlingen forte til at pumpens tilforsel av vann ble
ujevn. Videre dannet det seg store ansamlinger av provemateriale ved kammerets innlep.
Utlopet i enden av observasjonskammeret méatte dermed utvides. Peristaltiske pumper (GHL
Doser-2) leverer pulserende strom. Ved a skape et storre utlop 1 enden av kammeret, ble den
pulserende effekten redusert. Videre, ble pumpeslangen som tilferer provemateriale gjennom
kammeret, tettet igjen ved bruk av lim. Dette skapte et vakuum fra pumpeslangen og til
kammeret, noe som forhindret oppsamlingen av plankton ved innlgpet.
Observasjonskammerets dybde forte til at organismer som 13 pa bunnen av vannsgylen, ble
mindre skarp enn organismer som befant seg pa toppen av vannsgylen. Organismer som
havner nederst i vannsgylen vil bli vanskeligere for et Al-program a identifisere. |
prevemateriale med lav tetthet, var imidlertid antallet organismer som befant seg i nederste
lag i vannsgylen, forholdsvis lav. Det samme gjaldt for organismer som overlappet eller
bindet seg fast i hverandre. Ved hgyere provetetthet, vil imidlertid sannsynligheten for
sammenbinding og overlapping av organismer gke. | et ferdig system hvor Al benyttes, er
observasjonskammerets dybde en ulempe som ma utbedres. Til utbedring av
observasjonskammeret kan det oppnas mindre blenderapning ved bruk av flere eksterne
lyskilder. Mindre blenderapning vil fare til mer dybdeskarphet, og dermed vil man kunne
benytte et dypere kammer og fortsatt fa alle organismene i fokus-sjiktet til kameraet.
Kamerainnstillinger, lyssetting og utforming av observasjonskammeret ma sees i
sammenheng og de ulike komponentene er gjensidig avhengig av hverandre for & skape gode
bilder.
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4.7 Oversikt over fordeler og ulemper ved utvikling av flow-systemet

Tabell 4. Skjematisk fremstilling av fordeler og ulemper forbundet med metodene benyttet til

utvikling av flow-systemet.

Metode

Fordeler

Ulemper

Horisontal- og
vertikal innsamling
av planktonprgver

Planktonhaven er brukervennlig.
Innsamlet prgvemateriale kan
filtreres umiddelbart. Gir
representativt utvalg av
dyreplankton i omradet. Kan
modifiseres etter behov. Kan
trales fra bat for a redusere
abiotiske pavirkninger og
uforutsigbare variabler

Utsatt for abiotiske faktorer og
uforutsigbare variabler. Krever
fordelaktige stremforhold for & oppna
gnsket volum filtrert av haven.
Tidkrevende prosess. Utfordrende a
gi anslag pa antall liter som er filtrert.
Ved vertikal traling med hav
"skyves" vann til sides.

Intuitivt oppsett med detaljert
programvare. Leverer ngyaktige

Leverer prgvene pulserende, som
farer til at video kan oppfattes som
hakkende. Krever ekstern PC for &

Elnl 1Dt prgver. Enkel a transportere. kjare programvare. Ikke beregnet for
Pumpesystem .
store volum. Pumpehastighet kan
ikke levere hastighet utenom dens
gitte innstillinger.
Leverer skarpe bilder. Silhuetter Utfordrende a tilpasse innstillinger til
fremheves. Gode muligheter for ulike dybder i observasjonskammeret.
Lupe- og opptrening av Al-programvare.  Fullstendig oppsett opptar mye plass
kamerasystem Intuitive lgsninger, som er lett  og kan vere vanskelig a transportere.
anvendelig. Begrenset levetid pa batteriet.
Videofiler opptar stor lagringsplass.
Prevematerialet sitter seg ikke
fast i kammeret. Lett & Observasjonskammerets dybde farer
transportere, og modifisere. Lys til at vannsgylen ikke er jevnt fordelt,
slippes gjennom og blir ikke noe som pavirker fokusomradet il
Observasjonskammer fordreid av kammerets ulike kameraet.

dybder og vinkler. Kammerets
utforming presenterer et
representativt utvalg plankton
innenfor kameraets
observasjonsareal.

Krever et jevnt underlag.
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4.8 Videreutvikling av flow-systemet

Til videreutvikling ber elementer ved flow-systemet utbedres. Ved innsamling av plankton
ber planktonhév erstattes med en planktonpumpe. Pumping gir et bedre estimat pa antall liter
vann som blir filtrert. Videre tilrettelegger det for et automatisert flow-system hvor ferske
planktonprever kan pumpes direkte fra sjgen. Kameraet som ble benyttet gjennom
bacheloroppgaven hadde en batterilevetid pa om lag 60 minutter ved aktiv filming, noe som
ikke vil vere tilstrekkelig ved omfattende prevetagning. Det oppfordres til bruk av ekstern
stromtilforsel. Observasjonskammerets dybde forer til at kameraets fokusomrade skifter
mellom objekter fra topp til bunn. I et ferdig flow-system ber det benyttes et jevnere kammer,
hvor fokusomradet ikke pavirkes. Eventuelt, ma det benyttes flere eksterne lyskilder, eller et
alternativ med bedre lysstyrke. Skal flow-systemet videreutvikles anbefales det 4 teste de
tekniske innstillingene som har blitt presentert i oppgaven, opp mot et Al-system.
Kvalitetsvurderingene som har blitt analysert gjennom denne oppgaven, samsvarer ikke
nedvendigvis med kvalitetsvurderingene til et Al-system. Likevel, er antageligvis det man ser

med egne gyne, et godt grunnlag til kunstig intelligens.

5.0 Konklusjon

Bacheloroppgaven har tatt for seg utviklingen av et flow-system som skal fungere som et
stottende ledd i innsamling og registrering av lakseluslarver. Resultatene viser til at ved bruk
av de selekterte innstillingene kan man oppné video med god nok kvalitet til & kombinere med
Al. Med bruk av Al vil man effektivisere prosesser for identifisering og registrering av
lakselusens planktoniske stadier. P4 denne méten vil flow-systemet bidra til & gi konkret data
av antall lakselus 1 et gitt omrdde. Mer neyaktige estimater vil validere datagrunnlaget som
benyttes i trafikklyssystemet. Innsamlet data kan ogsa bidra til mer forstaelse av lakselusens
vertikale vandringsmenster. Dette vil bidra til mer detaljerte fjordmodeller. Flow-systemet

kan ogsa benyttes til analyse og registrering av andre planktoniske arter.
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